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Resumo 
O óxido nítrico (•NO) é um radical de natureza gasosa que foi 
identificado na década de 1980 como um mensageiro intercelular ubíquo nos 
sistemas cardiovascular, imunitário e nervoso. As suas propriedades físico-
químicas claramente distintas de mensageiros conhecidos e a sua 
bioactividade diversa despertaram um interesse neste radical livre que até 
hoje, 15 anos depois de ter sido classificada pela revista Science como a 
molécula do ano de 1992 (Koshland, 1992), não se esgotou. De facto, embora 
o impacto do •NO em órgãos e sistemas seja conhecido em termos gerais, os 
mecanismos moleculares e, sobretudo, aspectos quantitativos relacionados 
com a produção e difusão são ainda pouco conhecidos.  
O •NO, como espécie difusível e hidrofóbica (Lancaster, 1997, Shaw e 
Vosper, 1977), permeia membranas biológicas e não é, portanto, armazenado 
em vesículas. Por outro lado, não existe um receptor membranar para o •NO. 
Um dos alvos mais bem estudados e de cuja actividade resultam acções bem 
conhecidas como, por exemplo, a vasodilatação e a neuromodulação, é a 
guanilato ciclase solúvel (Arnold et al., 1977). Deste modo, a sua bioactividade 
é criticamente determinada pelo perfil da sua concentração no tempo e no 
espaço. Contudo, e pese embora o elevado número de trabalhos dedicados ao 
estudo dos efeitos do •NO, muito pouco se conhece sobre a sua dinâmica de 
concentração. Em larga medida, tal limitação deve-se às dificuldades analíticas 
associadas à medição de uma espécies gasosa com tempo de vida reduzido 
em sistemas biológicos. O conhecimento da sua actividade biológica é limitado 
pelo facto da maioria dos estudos implicarem a adição de •NO exogenamente 
ou a medição de produtos da sua actividade biológica (cGMP) ou 
reacção/metabolização (por exemplo nitrito) e não o •NO propriamente dito. 
O hipocampo é uma estrutura do cérebro onde a actividade do •NO 
parece ter um impacto extraordinário em virtude do seu envolvimento, por um 
lado, nos mecanismos de memória e aprendizagem enquanto mensageiro 
retrógrado e, por outro lado, nas vias de morte celular em doenças 
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neurodegenerativas. O estudo da dinâmica da concentração do •NO nesta 
região reveste-se, portanto, de um grande interesse. 
No trabalho aqui apresentado, foram construídos e avaliados 
microeléctrodos de fibra de carbono revestidos com polímeros de Nafion® e 
orto-fenilenediamina para medir •NO em fatias de hipocampo de rato. Tendo-se 
comprovado as suas boas propriedades electroanalíticas foram utilizados no 
estudo da dinâmica de concentração do gás produzido por activação da sua 
principal via síntese, o receptor glutamatérgico do tipo N-metil-D-aspartato 
(NMDA). Demonstrou-se que, tal como previsto considerando as respectivas 
características funcionais e susceptibilidades, existe uma heterogeneidade de 
produção de •NO nas subregiões do hipocampo, com uma resposta 
significativamente superior em CA1. Esta subregião apresentou também uma 
taxa de consumo de oxigénio (O2) superior às restantes.  
Atendendo a que, com base em estudos enzimáticos e em culturas 
celulares, o •NO tem sido proposto como um regulador fisiológico do consumo 
mitocondrial de O2 devido à sua ligação rápida e reversível com o complexo 
terminal da cadeia transportadora de electrões, a citocromo c oxidase, 
estudou-se a interacção dinâmica entre •NO endógeno e a pressão parcial de 
O2 na subregião CA1 através da medida simultânea de ambos os gases. Os 
resultados apresentados, e obtidos pela primeira vez num sistema que 
preserva a citoarquitectura tecidual, revelaram uma relação mútua e complexa 
dos perfis de ambos em consequência da estimulação do tecido com NMDA. 
Por fim, apresenta-se pela primeira vez, em tecido do sistema nervoso 
central, uma determinação experimental da dimensão da esfera de difusão de 
•NO para uma situação de activação de múltiplos locais de síntese contidos 
num volume com raio interior a 100 m. Coincidindo com cálculos teóricos 
apresentados na literatura, o raio de difusão é de pelo menos 400 M. 
 
Palavras-chave: Óxido nítrico, Receptor NMDA, Microeléctrodo de 
Fibra de Carbono, Oxigénio, Hipocampo, Difusão, Subregião CA1. 
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Abstract 
Nitric oxide (•NO) is a gaseous free radical identified as a ubiquitous 
intercellular messenger in the cardiovascular, immune and nervous systems in 
the 1980s. Its unique physical-chemical properties and diverse bioactivity 
triggered a still lasting interest in this free radical elected “Molecule of the Year 
1992” by the prestigious scientific magazine Science (Koshland, 1992). 
Although NOs actions in organs and systems are understood in general terms, 
little is known concerning molecular mechanisms and quantitative information 
regarding production and diffusion. 
Due to its diffusible and hydrophobic nature (Lancaster, 1997, Shaw e 
Vosper, 1977) •NO easily crosses membranes and is not stored in vesicles. On 
the other hand, no membrane receptor has been identified for •NO. One well 
characterized target, with known implications in the regulation of vascular tone 
and neuromodulation, is soluble guanylate cyclase (Arnold et al., 1977). Thus, 
bioactivity is critically determined by its concentration profile in time and space. 
Despite the large number of studies directed at understanding NOs actions, 
little is known regarding its concentration dynamics. This is greatly been due to 
the analytic difficulties associated with measuring a gaseous species with a 
limited life-time in biological systems. Much of what is now known about •NO 
and its actions in biological systems is based on studies where •NO was applied 
exogenously or quantified indirectly by measuring either products of its activity 
(cGMP) or reaction/metabolism (nitrite). 
The hippocampus is a structure of the central nervous system where 
•NO has an extraordinary hall due to its involvement not only in memory and 
learning mechanisms as a retrograde messenger, but also in cell death 
pathways associated with neurodegenerative disorders. Determining the 
concentration dynamics of •NO in this particular region is highly important. 
Here, carbon fiber microelectrodes coated with polymers of Nafion® 
and ortho-phenylenediamine for measuring •NO were constructed and 
evaluated and, having established their adequate analytical properties, used to 
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determine •NOs concentration dynamics evoked by activation of the N-methyl-
D-aspartate glutamate receptor. As predicted by their different functional 
characteristics and susceptibilities, the subregions of the hippocampus were 
shown to be heterogeneous regarding •NO production, with CA1 showing the 
highest yield. 
Considering that in both enzymatic and cell culture studies •NO as been 
shown to be a physiological regulator of oxygen (O2) consumption due to fast 
and reversible binding to cytochrome c oxidase, the terminal complex of the 
electron transporting chain, the cross-talk between O2 and endogenously 
produced •NO was studied in the CA1 subregion of the hippocampus. The 
results shown demonstrate, for the first time in a preparation retaining original 
cyto-architecture, a complex interaction between the two as a result of NMDA 
receptor activation. 
Last but not least, for a neuronal tissue preparation, the diffusion radius 
of •NO was experimentally determined for the activation of multiple production 
sites contained in a 100 µm radius. In agreement with several theoretical 
calculations present in the literature, the radius of the •NO diffusion sphere was 
determined to be at least 400 µm.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Key Words: Nitric oxide, NMDA receptor, Carbon fiber microelectrodes, 
Oxygen Hippocampus, Diffusion, CA1 subregion. 
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1.1. Noções Gerais 
As espécies reactivas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) 
desempenham importantes funções em diversos processos relacionados com 
a neurobiologia, desde o desenvolvimento, controlo da função celular e 
neurotoxicidade (Espey et al., 2002). As ROS incluem moléculas quimicamente 
reactivas derivadas do oxigénio (O2) de onde se destacam o radical superóxido 
(O2•-), o peróxido de hidrogénio (H2O2) e o radical hidroxilo (OH•), podendo 
também incluir o ácido hipocloroso (HClO), peróxidos derivados de lípidos 
(LOO•) e o próprio O2, enquanto que as RNS incluem espécies quimicamente 
reactivas derivadas do monóxido de nitrogénio ou óxido nítrico (•NO) tais como 
o peroxinitrito (ONOO-), o dióxido de nitrogénio (NO2), S-nitrosotióis, bem como 
o trióxido de dinitrogénio (N2O3) e o próprio •NO (Halliwell e Gutteridge, 1999). 
Em finais da década de 1980 o •NO foi identificado com o factor de 
relaxamento derivado do endotélio, (Ignarro et al., 1987 Palmer et al., 1987). 
Paralelamente, Garthwaite et al., 1988 demonstraram que a sua síntese em 
neurónios resultava na elevação da concentração de cGMP e Hibbs et al., 
1988 demonstraram a síntese do radical em macrófagos activados.  
O •NO participa em inúmeras funções, como a regulação do tónus 
vascular (Moncada et al., 1988), modulação da função neuronal, onde está 
implicado em vias de sinalização envolvidas na memória, aprendizagem, e 
desenvolvimento (revisto em Prast e Philippu, 2001) ou no sistema imunitário, 
na resposta a tumores e a agentes patogénicos (MacMicking et al., 1997, Xu et 
al., 2002). 
Uma característica comum à participação do •NO nos diversos 
processos biológicos já identificados é a dualidade de acção. De facto, para 
além das funções desempenhadas em processos fisiológicos, o •NO tem sido 
implicado em várias patologias, desde inflamação, aterosclerose, cancro, 
diabetes, doenças neurodegenerativas, acidentes vasculares cerebrais, enfarte 
do miocárdio, etc. (revisto em Pacher et al., 2007). 
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Considerando esta dualidade de acção, o conhecimento dos factores 
que determinam a sua bioactividade, como a concentração, difusão desde o 
local de síntese e consumo em múltiplas reacções bem como o tipo de 
exposição (crónica ou aguda) parecem determinar qual o efeito global do •NO 
num determinado sistema biológico. (Espey et al., 2002). Portanto, a 
informação veiculada pelo •NO está associada à dinâmica da sua 
concentração. 
1.2. O Óxido Nítrico – Propriedades Físico-químicas e 
Reactividade 
O •NO é uma molécula simples, formada por um átomo de oxigénio 
ligado a um átomo de nitrogénio em estado de oxidação +2. Possui 8 electrões 
ligantes e 5 anti-ligantes, pelo que a força da ligação é de 2½ e a distância da 
ligação N-O é intermédia entre uma ligação dupla e uma tripla. Por outro lado, 
a existência de um electrão desemparelhado significa que é um radical livre. O 
electrão desemparelhado é anti-ligante, e a sua remoção resulta na espécie 
oxidada NO+ (ião nitrosónio), onde a ligação N-O é tripla. Pode também ser 
reduzido, formando-se NO- (ião nitrosilo) que pode existir no estado tripleto ou 
singuleto (Bonner e Stedman, 1996). 
Termodinamicamente, o •NO é instável – a energia de Gibbs para a 
sua formação a partir de oxigénio e de nitrogénio moleculares é muito elevada 
(fGo298 = 86,3 kJ.mol-1) e ocorre apenas para temperaturas elevadas. A sua 
decomposição não é favorável do ponto de vista cinético, daí que o gás possa 
ser armazenado à pressão de 1 atm e temperatura ambiente sem 
decomposição apreciável. Para pressões elevadas ocorre desproporcionação 
com formação de N2O e NO2 (Bonner e Stedman, 1996). 
A sua solubilidade em água é reduzida (1,94x10-6 mol.cm-3.atm-1) 
sendo ainda menor para uma solução salina (1,74 x10-6 mol.cm-3.atm-1). Uma 
solução saturada com o gás a 25 ºC e 1 atm atinge uma concentração de 
aproximadamente 2 mM. Por outro lado, o •NO não sofre qualquer reacção de 
hidratação (Zacharia e Deen, 2005). 
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O conhecimento da química do •NO em sistemas biológicos é 
normalmente organizado em função de efeitos directos e indirectos (Miranda et 
al., 2000, Wink e Mitchell, 1998). Os efeitos directos resultam de reacções 
directas do •NO com alvos moleculares (complexos metálicos ou espécies 
radicalares) de onde resulta um efeito biológico enquanto os efeitos indirectos 
são mediados por produtos de reacção de •NO com O2 ou O2-• para formar 
RNS que, por sua vez, reagem com moléculas biológicas (Wink e Mitchell, 
1998). 
Esta classificação, embora simplista, permite balançear dois aspectos 
relevantes que determinam a acção biológica do •NO, nomeadamente a 
concentração em estado de equilíbrio e a duração de exposição: os directos 
estão geralmente associados a exposições curtas e/ou de baixa concentração 
enquanto que os indirectos a exposições prolongadas e/ou altas 
concentrações. Em ambas as situações a dependência do ambiente redox 
celular é um aspecto importante a considerar (Wink e Mitchell, 1998).  
1.2.1. Efeitos Directos 
Reacção com Complexos Metálicos 
O •NO reage com metais de transição (livres ou em grupos prostéticos 
associados a proteínas) que existem em vários estados de oxidação variando 
entre si num único electrão. Estas reacções, que exibem constantes de 
velocidade da ordem de 107 M-1.s-1, podem classificar-se em dois tipos (Wink e 
Mitchell, 1998): 
i) Ligação ao centro metálico sem alteração da carga formal de 
valência do metal (nitrosilação). Esta reacção ocorre tipicamente entre o •NO e 
o heme ferroso presente em algumas proteínas (reacção 1), nomeadamente 
com a guanilato ciclase solúvel (sGC), o alvo de acção biológica do •NO mais 
bem conhecido, várias enzimas do grupo citocromo P450 (catalizam a 
hidroxilação de vários substratos relevantes no metabolismo de drogas, na 
biossíntese de colesterol e esteróis) e a óxido nítrico sintase (NOS). A 
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formação de complexos Fe(II)-nitrosilo é um exemplo claro deste tipo de 
reacção.  
 
(1) 
 
ii) Reacção de oxidação-redução entre o •NO e um complexo metálico 
dioxigénio (reacção 2), de que é exemplo a reacção com a oxi-hemoglobina, 
uma das principais vias de remoção em sistemas biológicos (Lancaster, 1994). 
Esta reacção resulta na formação de nitrato (NO3-) e meta-hemoglobina. 
 
(2) 
   
Outras reacções incluem a redução de complexos oxo-metálicos 
formados durante a oxidação de metais ou complexos metal-O por H2O2 
(reacção 3). Estes complexos são oxidantes potentes e podem causar danos 
celulares (Puppo e Halliwell, 1988). A redução destes complexos pelo •NO 
revela o seu papel enquanto antioxidante, pois ao reagir com o complexo 
hipervalente (reacção 4), impede a sua participação noutras reacções, 
potencialmente deletérias (Kanner et al., 1991, Gorbunov et al., 1995). 
 
    (3) 
 
    (4) 
 
Reacção com Espécies Radicalares 
O •NO reage com outros radicais livres a velocidades elevadas. Os 
radicais alcoxilo (LO•) e peroxilo (LOO•) formados durante a peroxidação 
lipídica reagem rapidamente com o •NO (k~109 M-1.s-1) (reacção 5), 
funcionando como um terminador da cadeia de propagação, ou seja, como um 
antioxidante (Huie e Padmaja, 1993, Patel et al., 2000). 
Hb(Fe-O2) + •NO  metHb(Fe(III)) + NO3- 
R-Fe(II) + •NO                   R-Fe(II)-NO 
Fe(2,3) + H2O2    Fe(4,5)=O + H2O 
Fe4+=O + •NO               Fe3+ + NO2- 
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    (5) 
 
Outros radicais com os quais o •NO reage incluem o radical tirosilo, 
formado, por exemplo, durante o turnover catalítico da reductase de 
ribonucleótidos (Kwon et al., 1991, Lepoivre et al., 1991), radicais tiílo ou 
radicais centrados em carbono, como aqueles formados no ADN exposto a 
radiação ionizante (Mitchell et al., 1996). 
1.2.2. Efeitos Indirectos 
A variação da concentração e a fonte de •NO parecem determinar o 
seu efeito biológico. É aceite, embora sem validação experimental robusta, que 
enquanto que para concentrações baixas de •NO (<1 M) predominam os 
efeitos directos acima referidos, para concentrações elevadas (>1 M), 
normalmente associadas a processos patológicos, prevalecem os indirectos 
(Wink e Mitchell, 1998). 
A reacção do •NO com espécies diamagnéticas, como os tióis ou 
outras biomoléculas, ocorre a uma velocidade lenta em sistemas biológicos 
(Wink et al., 1994) e é precedida por activação do radical por reacção com O2 
ou O2-•. As reacções subsequentes incluem-se na categoria de efeitos 
indirectos do •NO (Wink e Mitchell, 1998).  
Reacção com Oxigénio Molecular ou Auto-oxidação 
Quando o •NO é exposto a O2 pode gerar uma variedade de RNS com 
maior poder nitrosante e/ou oxidante do que o •NO ou o O2, individualmente. A 
auto-oxidação em fase gasosa é de segunda ordem relativamente ao •NO e 
primeira ordem em relação ao O2 (reac ções 6A-C). 
Globalmente, a reacção é de terceira ordem e o passo limitante 
envolve o encontro trimolecular entre duas moléculas de •NO e uma de O2. 
Significa isto que, para concentrações baixas de •NO, a reacção, embora 
relativamente rápida (kg = 3,4  x 105 atm-2 s-1), não tem impacto biológico (Wink 
et al., 1996). O produto desta reacção é o NO2, que pode dimerizar, formando 
LOO• + •NO   LOONO
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N2O4, ou então reagir com uma terceira molécula de •NO para formar N2O3 
(Wink e Mitchell, 1998). 
 
(6A) 
 
                                    (6B) 
 
                                    (6C) 
 
A auto-oxidação de •NO em fase aquosa é também de terceira ordem 
global e a reacção é semelhante à observada em fase gasosa. Contudo, não 
há formação de NO2 livre e o intermediário N2O3 é hidrolisado, formando-se 
nitrito (NO2-) como produto final (reacções 7A a C). A estequiometria da 
reacção é diferente da observada em fase gasosa. A constante de velocidade 
para a auto-oxidação em fase aquosa é k = 8 x 106 M-2s-1 e a velocidade é 
independente de pH (Ford et al., 1993). 
 
(7A) 
 
(7B) 
 
(7C) 
 
Tal como a auto-oxidação em fase gasosa, para concentrações baixas 
de •NO (0,1 – 1 M), onde se observa [O2] >> [•NO], esta reacção é pouco 
significativa e o •NO difunde uma distância considerável desde o seu local de 
síntese. Na proximidade de macrófagos activas, onde a concentração de •NO 
pode atingir valores bastante elevados (acima de 1 µM) a produção de N2O3 
por auto-oxidação pode ser significativa. Neste contexto, a concentração de 
•NO pode regular o seu tempo de vida: enquanto que para concentrações 
baixas não haverá auto-oxidação significativa e o •NO pode difundir longas 
2•NO + O2   2NO2 
NO2 + •NO   N2O3
-d(p•NO)/dt = kg.p2 •NO.pO2 
4•NO + 2O2   2N2O3 
N2O3 + H2O   2HNO2 
-d[HNO2]/dt = kaq.[•NO]2.[O2] 
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distâncias, quando a concentração do gás é maior, o seu tempo de vida e a 
difusão são limitadas (Wink et al., 1993, Wink e Mitchell, 1998). 
Sendo gases hidrofóbicos, o •NO e o O2 partilham preferencialmente na 
fase lipídica, isto é, em membranas biológicas, onde a reacção de auto-
oxidação prossegue a uma velocidade semelhante à observada em fase 
aquosa. Em células, 90 % da reacção de auto-oxidação do •NO parece ocorrer 
na zona hidrofóbica de membranas, onde pode ser acelerada cerca de oito 
vezes relativamente à fase citosólica (Liu et al., 1998). Os intermédios da auto-
oxidação de •NO em fase lipídica são semelhantes aos encontrados na fase 
gasosa, o que significa que reacções de nitrosação e nitração, promovidas pelo 
NO2, ocorrerão preferencialmente em proteínas membranares (Wink e Mitchell, 
1998). 
Reacção com o Anião Superóxido 
Em 1992 foi descrita a formação de ONOO- como o produto da reacção 
rápida entre dois radicais pouco reactivos, mas ubíquos e sintetizados em 
sistemas biológicos, o •NO e o O2−• (reacção 8). O ONOO- é uma espécie 
altamente nitrante e oxidante, com Eo’ (ONOO−, 2H+/NO2•, H2O) de + 1,6 V a pH 
7 (Koppenol et al., 1992). 
 
(8A) 
 
(8B) 
 
Os valores de constante de velocidade descritos para esta reacção 
variam entre 4,3 e 19x109 M−1.s−1 (Goldstein e Czapski, 1995, Huie e Padmaja, 
1993, Kissner et al., 1997) assumindo-se normalmente um valor de          
k~1010 M-1.s-1 que indica que a velocidade é controlada pela difusão das 
espécies.  
Tanto o •NO como o O2-• são efémeros em sistemas biológicos e a 
síntese de ONOO- tem como requisito que os dois radicais sejam gerados 
•NO + O2-•                  ONOO- 
-d[ONOO-]/dt = k.[•NO].[O2-•] 
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simultaneamente no mesmo compartimento. Enquanto o •NO tem um tempo de 
vida médio da ordem de alguns segundos e atravessa prontamente 
membranas biológicas (Denicola et al., 1996, Lancaster, 1994), o O2-• 
permanece em sistemas biológicos apenas por alguns milissegundos e não 
permeia membranas senão através de canais aniónicos (Fridovich, 1995) ou 
alternativamente na forma protonada. Assim, a produção de ONOO- ocorre 
preferencialmente na proximidade dos locais de geração de O2-•. 
Dada a sua potencial relevância no meio biológico enquanto mediador 
de acções atribuídas ao •NO, interessa salientar que a produção de ONOO- em 
sistemas biológicos é controlada por diversos factores, incluindo as 
concentrações relativas dos dois reagentes que, por sua vez, é determinada 
por reacções de competição com outros alvos moleculares. De facto, a 
concentração de O2-• e o seu tempo de vida são muito baixas devido actividade 
da superóxido dismutase (SOD). Esta enzima, presente no citosol, na 
mitocôndria e no espaço extracelular, cataliza a reacção de dismutação do O2-• 
a H2O2 (Johnson e Giulivi, 2005), que é posteriormente convertido em água 
pela catalase (Chelikani et al., 2004). A elevada velocidade da reacção     
(k~2,4 109 M-1.s-1) (Fielden et al., 1974) e o facto de a SOD existir a uma 
concentração de 4 a 10 M contribui para que esta enzima compita 
activamente com o •NO pela reacção com O2-• (Nakano et al., 1990). Por seu 
lado, a concentração de •NO em sistemas biológicos é mantida baixa devido 
principalmente à reacção rápida (k~107 M-1.s-1) com a oxi-hemoglobina (Herold 
et al., 2001). 
Embora o ONOO- não tenha sido ainda directamente detectado in vivo, 
existe hoje um corpo de resultados que suportam a hipótese desta potente 
espécie oxidante e nitrante ser produzida in vivo, bem como a sua participação 
na génese de danos celulares e tecidulares observados em 
neurodegenerescência, processos inflamatórios agudos e crónicos, sepsia, 
isquémia-reperfusão e doenças vasculares (revisto em Pacher et al., 2007). 
Por outro lado, é actualmente aceite que pequenas quantidades de ONOO- 
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podem ser removidas de forma eficaz por sistemas enzimáticos e não-
enzimáticos (Gutierrez et al., 1996).  
Em sistemas biológicos, o tempo de vida do ONOO- é de 
aproximadamente 10-20 ms (Denicola et al., 1996) e a sua elevada 
reactividade implica que o seu raio de difusão é da ordem de 100 m. Em 
soluções fisiológicas a forma aniónica existe em equilíbrio com a protonada 
(ONOOH), sendo que as duas espécies têm reactividades distintas (Radi et al., 
1991). 
Stresses Oxidativo, Nitrosativo e Nitrativo 
Os efeitos indirectos do •NO em sistemas biológicos podem traduzir-se 
em três tipos de reacções associadas respectivamente, às noções de stresses 
oxidativo, nitrosativo e nitrativo: oxidação-redução, nitrosação e nitração. 
Dependendo da RNS predominante e do ambiente celular, numa situação de 
desequilíbrio uma ou mais destas reacções pode predominar e caracterizar o 
tipo de stresse. 
 A química de oxidação-redução envolve a transferência de electrões 
entre os substratos. As espécies reactivas derivadas da reacção de •NO com 
O2 com O2-• podem ter um poder oxidante moderado, ou seja, ser capazes de 
remover electrões a outras moléculas. O NO2 é um oxidante forte, com 
potencial de oxidação (Eox) de aproximadamente +1,2 V, mas a sua actividade 
é limitada pela sua rápida reacção com •NO para formar N2O3, um oxidante 
relativamente fraco, com Eox de +0,7 V (Wink e Mitchell, 1998). 
No sistema nervoso central o ONOO- é sugerido como a principal RNS 
mediadora de stresse oxidativo (Beckman, 1991). A impossibilidade de ser 
medido em sistemas biológicos devido ao seu reduzido tempo de vida tem 
mantido acesa a discussão sobre a sua participação nos danos oxidativos 
atribuídos ao •NO (Fukuto e Ignarro, 1997).  
Para além do ONOO- ser uma espécie oxidante potente, com 
capacidade para oxidar tióis, iniciar a peroxidação lipídica, nitrar resíduos de 
tirosina, clivar ADN e oxidar a guanosina (Pryor e Squadrito, 1995), a sua 
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decomposição resulta na formação das espécies trans-ONOOH, •NO2 e OH•, 
todas elas oxidantes (Pryor e Squadrito, 1995, Radi et al., 2001). 
Contrariamente à oxidação, a nitrosação resulta na formação de 
ligações covalentes entre um equivalente NO+ e uma espécie nucleofílica como 
resíduos de amina, tiol ou hidroxilo (reacções 9 a 11) (Williams, 1988). O N2O3 
e os seus isómeros são as principais espécies nitrosativas (Jourd'heuil et al., 
1999, Wink et al., 1997).  
 
(9) 
 
(10) 
 
(11) 
 
A passagem de uma química oxidativa para nitrosativa depende 
largamente da relação de concentrações •NO/O2-•: à medida que esta relação 
cresce para um, aumenta a química oxidativa, mas para valores superiores a 
um, isto é, quando a concentração de •NO excede a de O2-•, passa a 
predominar uma química nitrosativa. Assim, a concentração relativa dos 
radicais bem como a variação desta no tempo determinam a formação de 
intermediários oxidativos ou nitrosativos (Espey et al., 2002). 
Tipicamente, a nitração consiste na adição electrofílica de um 
equivalente NO2+ a espécies nucleofílicas. O principal biomarcador de stresse 
nitrativo em sistemas biológicos é a 3-nitrotirosina (3-NT), que já foi identificada 
em vários estados patológicos (Crow e Ischiropoulos, 1996, MacMillan-Crow et 
al., 1996, Radi, 2004).  
No mecanismo de nitração dependente de radicais livres, a formação 
de 3-NT ocorre quando as espécies •NO2 e radical tirosilo combinam numa 
reacção limitada pela difusão para formar o resíduo nitrado. O •NO2 pode 
resultar da decomposição do ONOO- ao passo que o radical tirosilo é formado 
por oxidação do resíduo por complexos oxo-metálicos, radicais carbonilo ou, 
N2O3 + RSH  RSNO + H+ + NO2- 
N2O3 + RR’NH     RR’NNO + H+ + NO2- 
N2O3 + ROH   RONO + H+ + NO2- 
1. Introdução Geral 
19 
mais dificilmente, OH• (Radi, 2004). O radical tirosilo pode, alternativamente, 
reagir com o •NO, formando a 3-nitrosotirosina que é subsequentemente 
oxidada a 3-NT. 
Num segundo mecanismo de nitração, independente de radicais livres, 
o ONOO- reage com um centro metálico para formar NO2+ que ataca 
electrofilicamente o resíduo de tirosina (Beckman et al., 1992, Esteves et al., 
2003). 
A nitração e a nitrosação não são necessariamente vias autónomas e 
divergentes, podendo ambas resultar na formação dos mesmos produtos 
finais: a nitrosação do grupo hidroxilo de um composto fenólico como a tirosina 
resulta num composto O-nitroso que sofre rearranjo espontâneo para formar 3-
NT (Wink et al., 1994).  
Embora a relevância biológica da nitração de proteínas não esteja 
ainda consolidada devido ao reduzido número de resíduos detectados em 
situações patológicas como a inflamação (Aslan et al., 2003, Brennan et al., 
2002), o facto de o número de proteínas susceptíveis a serem nitradas ser 
muito reduzida e de nestas apenas alguns resíduos de tirosina serem alterados 
aponta para um papel importante na regulação da sua actividade (Souza et al., 
1999). 
Na Fig. 1.1 está esquematizada a química biológica do •NO conforme 
descrito até aqui. Repare-se que este esquema é uma simplificação e que em 
sistemas biológicos o •NO e as RNS derivadas participam provavelmente num 
leque alargado de outras reacções em competição entre si. 
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Figura 1.1 – Química biológica do •NO, com distinção entre efeitos directos (à 
esquerda do •NO) e indirectos (à direita do •NO). O gradiente em fundo pretende 
simular o gradiente de concentração de •NO, relacionando a mesma com os 
efeitos observados. Adaptado de Davis et al., 2001, Wink e Mitchell, 1998. 
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1.3. Sinalização Celular – Alvos Moleculares do Óxido Nítrico 
Referiu-se de início que o •NO é um mensageiro intercelular. Após a 
descrição das suas propriedades físico-químicas e da sua reactividade, de 
seguida descreve-se o seu papel enquanto molécula sinalizadora e referem-se 
os seus principais alvos moleculares. 
Apesar da descrição do primeiro radical livre orgânico (trifenilmetilo) 
remontar já ao início do século passado (Gomberg, 1900), até recentemente os 
radicais livres eram considerados como moléculas demasiado reactivas para 
poderem desempenhar um papel relevante em sistemas biológicos. No 
decorrer do século XX, várias observações convergiram para alterar esta visão, 
tendo-se chegado ao conceito da Biologia de Radicais Livres como é hoje 
conhecido. 
A presença de radicais livres foi descrita em sistemas biológicos há 
mais de 60 anos (Commoner et al., 1954), sendo simultaneamente associada a 
formação de radicais livres ao efeito tóxico observados a pressões elevadas de 
O2 (Gerschman et al., 1954) e proposta a teoria de envelhecimento celular 
como resultante dos efeitos oxidativos cumulativos das ROS (Gerschman et 
al., 1954). A descoberta da SOD (McCord e Fridovich, 1969) iniciou uma 
mudança de opinião relativamente às ROS, que foram então descritas como 
produtos secundários do metabolismo oxidativo responsáveis por danos 
celulares observados em situações patológicas. Foi proposto o conceito de 
“Paradoxo do Oxigénio”, segundo o qual, embora absolutamente necessário 
para a produção de energia utilizável pelas células, o O2 é, paradoxalmente, 
uma espécie com efeitos deletérios em quase todas as moléculas biológicas 
(Hess e Manson, 1984). Durante a década de 1980, predominou esta visão das 
ROS enquanto espécies exclusivamente tóxicas que ameaçavam a 
homeostase celular. A descrição de efeitos fisiológicos de ROS e outras 
espécies reactivas, algumas radicalares, como a activação da guanilato ciclase 
pelo OH• (Mittal e Murad, 1977) e H2O2 (White et al., 1976) bem como a 
descoberta do •NO e do seu papel na regulação do tónus vascular, na 
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neurotransmissão e defesa imunitária em finais da década de 1980 lançaram o 
conceito de sinalização redox. Actualmente, as ROS/RNS, embora 
potencialmente tóxicas, são descritas como intervenientes em vias de 
regulação redox das funções celulares (Saran et al., 1998). 
A sinalização redox tem vindo a ser reconhecido como um processo 
celular relevante e partilha muitas das características observadas na 
sinalização dita “clássica”. 
De um modo genérico, e tendo em linha de conta a reactividade do •NO 
com centros metálicos acima descrita, podem dividir-se os alvos celulares cuja 
actividade é controlada/alterada pelo •NO em proteínas hémicas e não-
hémicas. 
1.3.1. Reacção com Proteínas Hémicas 
O •NO liga-se ao ferro hémico de grupos prostéticos no estado ferroso 
(Kd>10-9, Cooper, 1999) e no estado férrico (Brown, 1995, Cooper, 1999) e 
também a zinco e outros metais de transição.  
Guanilato Ciclase Solúvel 
A guanilato ciclase solúvel (sGC, EC 4.6.1.2) foi o primeiro alvo 
fisiológico do •NO a ser identificado (Arnold et al., 1977). A enzima faz parte da 
família de nucleótido ciclases onde se incluem a guanilato ciclase membranar e 
a adenilato ciclase e cataliza a conversão de guanosina 5’-trifosfato (GTP) em 
guanosina 3’,5’-monofosfato cíclica (cGMP). 
A sGC é um heterodímero de massa molecular 72 kDa formado por 
uma subunidade  (1 ou 2) e uma subunidade  (1 ou 2) (Koesling, 1999). 
Embora ainda não esteja ainda totalmente esclarecido o mecanismo de 
activação da sGC, sabe-se que o •NO se liga ao ferro hémico resultando daí 
uma alteração conformacional e quebra da ligação axial do heme a um resíduo 
de histidina. (Stone e Marletta, 1996). 
O cGMP formado por actividade desta enzima é um mensageiro 
intracelular secundário, isto é, traduz o sinal de •NO numa resposta celular. A 
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elevação da concentração intracelular de cGMP resulta na activação proteína 
cinases dependentes de cGMP – cGKI e cGKII – que fosforilam resíduos de 
serina e treonina (Jurado et al., 2005) em proteínas que regulam processos 
fisiológicas diversos no hipocampo, nomeadamente alguns associados à 
aprendizagem (Schlossmann e Hofmann, 2005).  
Óxido Nítrico Sintase 
A interacção do •NO com a enzima responsável pela sua síntese, a 
NOS, funciona como um mecanismo de retroacção negativo. Embora não se 
conheça o mecanismo de inibição, pensa-se que o radical se ligue ao grupo 
hémico da enzima. A eficiência de inibição depende do estado do ferro hémico, 
sendo maior para o estado férrico que para o ferroso (Griscavage et al., 1995). 
As isoformas têm sensibilidades distintas para a inibição por •NO (Griscavage 
et al., 1995) que pode ocorrer por mecanismos distintos, nomeadamente 
nitração de um resíduo de tirosina pelo ONOO- (Robinson et al., 2001), quebra 
de uma ligação heme-tiolato no local activo da enzima (Pasquet et al., 1996) ou 
S-nitrosilação de um grupo tiólico, o que já foi demonstrado para uma das 
isoformas de NOS (Kurjak et al., 1999). 
Catalase 
Conjuntamente com a SOD, a catalase é uma enzima fundamental na 
remoção de ROS, catalizando a conversão de H2O2 (produzida por dismutação 
de O2-• pela SOD) em H2O. O •NO liga-se ao heme férrico da catalase inibindo 
a sua actividade (Brown, 1995, Brunelli et al., 2001), sendo esta uma via de 
“cross-talk” entre duas espécies reactivas: H2O2 e •NO. Embora esta ligação 
seja fraca comparativamente à ligação de •NO a grupos hémicos em estado 
ferroso, parece ocorrer in vivo (Brown, 1995, Brunelli et al., 2001, Cooper, 
1999) e o consequente aumento da concentração de H2O2 pode resultar na 
activação de vias de sinalização sensíveis a ROS. 
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Citocromo c Oxidase 
A citocromo c oxidase é uma outra proteína hémica cuja actividade é 
regulada por ligação do •NO. Porém, esta interacção é descutida em pormenor 
na secção 1.3.3. Óxido Nítrico e a Mitocôndria em consequência da relevância 
que tem no âmbito desta tese. 
1.3.2. Reacção com Proteínas não-Hémicas 
As proteínas podem conter ferro não-hémico, nomeadamente em 
centros de Fe-S. Um exemplo é a aconitase, uma enzima mitocondrial que 
participa no ciclo de Krebs e que é inibida por ligação de •NO ou ONOO- 
(Castro et al., 1994, Gardner et al., 1997) que removem o Fe do centro Fe-S. 
Os complexos da cadeia transportadora de electrões da mitocôndria 
também contêm centros de Fe-S que podem ser atacados por •NO ou ONOO-. 
A exposição prolongada a •NO resulta na inactivação do complexo I, com 
consequente elevação dos níveis de O2-• e H2O2, sugerindo aqui outro ponto de 
“cross-talk” entre sinalização do •NO e H2O2 (Brookes e Darley-Usmar, 2002). 
Uma via de sinalização atribuída ao •NO é a S-nitrosação ou S-
nitrosilação de proteínas, que pode ser promovida principalmente por NO+, 
(formado por da oxidação de •NO por metais de transição) ou N2O3 (Keshive et 
al., 1996). Exemplos de vias de sinalização moduladas por S-nitrosação 
incluem a inibição do receptor NMDA (Lipton et al., 1998) e da caspase 3 
(Rossig et al., 1999, Zech et al., 1999) e a activação da H-ras (Landar et al., 
1997). 
1.3.3. Óxido Nítrico e a Mitocôndria 
Na mitocôndria o •NO pode ser consumido ou produzido (Tatoyan e 
Giulivi, 1998) e a sua acção tem aí diversos efeitos com impacto não só na 
fisiologia como na patologia da célula. 
Todos os componentes da cadeia transportadora de electrões da 
mitocôndria bem como a ATPase são inibidas directa ou indirectamente pelo 
•NO para concentrações ditas patológicas (revisto em Brown, 2007). Entre eles 
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a citocromo c oxidase (cyt c ox) é o elemento mais sensível, o que desde cedo 
sugeriu um papel fisiológico para tal interacção.  
A cyt c ox é o complexo terminal da cadeia transportadora de electrões 
e é responsável por 90-95 % do consumo celular de O2. Localiza-se na 
membrana mitocondrial interna e cataliza a oxidação do citoctromo c2+ a 
citocromo c3+ acoplada à redução de O2 a H2O, com bombagem simultânea de 
protões da matriz para o espaço intermembranar da mitocôndria. Possui dois 
grupos hémicos (a e a3) e dois centros de cobre (CuA e CuB). O centro 
catalítico é formado por um centro binuclear que consiste no citocromo a3 
(Fe2+) e o centro CuB (Cu+) (Babcock e Wikstrom, 1992).  
O •NO liga-se ao ferro do heme a3 no estado ferroso (Giuffre et al., 
2000). Devido à elevada afinidade do •NO pelo centro hémico (Kd = 10-10 M, 
Cooper, 2002) e a rapidez da ligação (k~108 M-1s-1, Blackmore et al., 1991), 
esta reacção terá relevância em termos fisiológicos. Estas considerações 
apontam para uma noção relevante com implicações no metabolismo celular, 
pois ocorre uma competição efectiva entre •NO e O2 pela ligação à enzima, 
com preferência para o •NO (Torres et al., 2000). Por outras palavras, o •NO 
regula a respiração mitocondrial. 
Embora nunca observado em sistemas biológicos complexos, prevê-se 
que a inibição da cyt c ox tenha um efeito visível no consumo de O2 com 
consequente aumento da sua disponibilidade nos tecidos. Isto corresponde a 
um papel fundamental do •NO no sistema circulatório, em particular na 
microcirculação: a redução do consumo de O2 nas células que se encontram 
mais próximas dos capilares permite a sua difusão até zonas mais afastadas 
dos vasos e por isso mais privadas de O2 (Giulivi, 2003, Thomas et al., 2001). 
Para além do seu papel na produção de energia, a mitocôndria pode 
também participar em vias de sinalização, produzindo moléculas sinalizadoras 
(Brookes e Darley-Usmar, 2002, Brookes et al., 2002, Moncada e Erusalimsky, 
2002) de onde se destaca o H2O2. Durante o metabolismo normal, 
aproximadamente 2 % do O2 consumido ao nível da respiração mitocondrial é 
reduzido a O2-• (Boveris e Cadenas, 1975). Este é rapidamente convertido pela 
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SOD em H2O2, que participa em várias cascatas de sinalização (Brookes e 
Darley-Usmar, 2002, Palacios-Callender et al., 2004). Então, o •NO pode 
regular a produção mitocondrial de moléculas sinalizadoras.  
A inibição prolongada da cyt c ox leva à acumulação de componentes 
da cadeia transportadora de electrões a montante num estado altamente 
reduzido, o que facilita a oxidação do ubiquinol a semiquinona, cuja auto-
oxidação produz O2-• (Poderoso et al., 1996). Por outro lado, para além da cyt c 
ox, o •NO pode também inibir os complexos I e III da cadeia transportadora de 
electrões (Clementi et al., 1998, Poderoso et al., 1996), embora para 
concentrações mais elevadas e com cinética mais lenta.  
Quando a exposição a •NO é prolongada, a inibição da respiração 
torna-se irreversível (Cassina e Radi, 1996, Clementi et al., 1998, Riobo et al., 
2001). Nestas condições, o excesso de O2-• produzido pode reagir com •NO, 
produzindo-se ONOO- (Koppenol et al., 1992), uma RNS capaz de inibir 
irreversivelmente a respiração mitocondrial gerando um estado de “nitróxia” em 
que a bioenergética da célula fica gravemente comprometida e que, em última 
análise, pode resultar em morte celular (Borutaite e Brown, 2003, Moncada e 
Erusalimsky, 2002). 
O complexo I é inibido reversivelmente por •NO, ONOO- e S-nitrosotióis 
(Borutaite et al., 2000, Clementi et al., 1998), mas o ONOO- pode também inibir 
este complexo irreversivelmente, possivelmente por nitração de tirosinas 
(Yamamoto et al., 2002), oxidação de resíduos ou ataque a centros de Fe-S 
(Welter et al., 1996). A inibição dos complexos II e III por ONOO- é ainda 
controversa (Cassina e Radi, 1996, Pearce et al., 2001, Welter et al., 1996). O 
•NO e o ONOO- podem inibir a aconitase (citosólica e mitocondrial) por 
remoção de Fe dos respectivos centros de Fe-S (Castro et al., 1998). Na 
Fig. 1.2 estão resumidas as principais interacções das RNS com a mitocôndria. 
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Figura 1.2 – Interacção do •NO com a mitocôndria. Está evidenciado o sentido 
de fluxo de electrões doados ao complexo I pelo NADH, pontos de inactivação 
deste fluxo com consequente síntese de O2-• (Adaptado de Brown 2001, Brown 
2007 e Brunelli, et al. 2001) 
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1.4. A Óxido Nítrico Sintase  
A reacção de síntese de •NO é catalizada pela NOS (EC 1.14.13.39). 
Existem três isoformas da enzima que diferem entre si não só em termos do 
gene de que são produto, como no que respeita à sua localização, regulação, 
propriedades catalíticas e sensibilidade a inibidores (revisto em Alderton et al., 
2001). 
As isoformas foram inicialmente classificadas de acordo com o tecido 
onde foram isoladas pela primeira vez: neuronal ou NOS I (Bredt e Snyder, 
1990, Schmidt e Murad, 1991), indutível ou NOS II (Stuehr et al., 1991) e 
endotelial ou NOS III (Pollock et al., 1991). Presentemente, alguns classificam 
a mtNOS (isoforma mitocondrial, Tatoyan e Giulivi, 1998) como uma isoforma 
distinta, embora na realidade pareça tratar-se de uma variante da isoforma 
neuronal (Elfering et al., 2002). O gene que codifica a NOS I é estruturalmente 
muito diverso, especialmente em termos de promotores e, adicionalmente, a 
regulação pós-transcripcional na forma de corte alternativo do ARN resulta nas 
variantes , ,  e   (Fig. 1.3). 
A NOS, activa apenas na forma homodimérica, contém os seguintes 
cofactores: um grupo hémico protoporfirina IX (McMillan et al., 1992, Stuehr e 
Ikeda-Saito, 1992, White e Marletta, 1992), um FAD e um FMN (Bredt et al., 
1992, Hevel et al., 1991) e uma (6R)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (H4B) (Hevel e 
Marletta, 1992, Schmidt et al., 1992).  
Embora distintas em vários aspectos, as isoformas de NOS partilham 
três características estruturais (Fig. 1.3): o terminal amínio forma o domínio 
oxigenase catalítico e liga os cofactores heme, H4B e o substrato L-arginina (L-
arg); o terminal carboxílico forma o domínio redutase e liga os restantes 
cofactores (FMN, FAD) e o co-substrato NADPH; existe um local de ligação 
para a calmodulina (CaM) entre os dois domínios. (Ghosh e Stuehr, 1995, 
McMillan e Masters, 1995). 
As isoformas NOS I e III são expressas constitutivamente e são 
activadas por ligação do complexo Ca2+-CaM quando a concentração 
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intracelular de Ca2+ é elevada. A isoforma NOS II, por seu turno, encontra-se 
activa para concentrações basais de Ca2+, sendo a sua regulação efectuada ao 
nível da expressão (Cho et al., 1992, Bredt e Snyder, 1990). A dependência 
sobre Ca2+ observada para as isoformas constitutivas deve-se à existência de 
um laço auto-inibitório no subdomínio de ligação de FMN (Fig. 1.3) que 
destabiliza a ligação da CaM para concentrações baixas do catião (Nishida e 
Ortiz de Montellano, 1999). A ligação do complexo Ca2+-CaM aumenta a 
velocidade de transferência de electrões do NADPH para o domínio redutase 
(Gachhui et al., 1998), que é essencial ao mecanismo de catálise. 
Em todas as isoformas existe um local de ligação de zinco (Fig. 1.3) 
que se coordena a dois resíduos de cisteína, formando um centro tetratiolato. A 
ligação deste ião metálico parece desempenhar importantes funções 
estruturais (Raman et al., 1998), nomeadamente ao nível da estabilização da 
forma dimérica da enzima (Hemmens et al., 2000).  
Nas isoformas constitutivas é ainda possível encontrar elementos 
estruturais que regulam a sua localização subcelular, nomeadamente um 
motivo PDZ em NOS I, que permite o estabelecimento de interacções proteína-
proteína específicas, e um local de miristoilação e outro de palmitoilação na 
NOS III, que permitem a sua ancoragem na membrana (Fig. 1.3) (Alderton et 
al., 2001). 
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A NOS cataliza a reacção de oxidação de L-arginina (L-arg) a •NO e L-
citrulina. A reacção requer O2 e NADPH como co-substratos e ocorre em dois 
passos: num primeiro a L-arg é hidroxilada a N-hidroxi-L-arginina. Este 
intermediário é oxidado a •NO e L-citrulina no segundo passo da reacção (Fig. 
1.4A).  
O domínio reductase liga os dois cofactores de flavina e funciona como 
aceitador dos electrões provenientes do NADPH, passando-os para o grupo 
hémico, de modo semelhante ao observado para as citocromo P450 redutases. 
Os cofactores de flavina permitem que um dador de 2 electrões (NADPH) os 
Figura 1.3 – Esquematização da estrutura da subunidade de cada isoforma de 
NOS, evidenciando a interface de dimerização (ID), os domínios oxigenase e 
redutase, locais de ligação dos cofactores, do substrato e Zn, o laço auto-
inibitório (AI) no subdomínio de ligação de FMN em NOS I e III, locais de 
palmitoilação e miristoilação em NOS III e o motivo PDZ em NOS I. Para a 
NOS I são também esquematizadas as variantes resultantes de modificação 
pós-transcripcional do ARN (Adaptado de Alderton et al., 2001).  
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transfira para um aceitador de um electrão (heme) (Adak et al., 1999). Por 
outro lado, a transferência de electrões entre o FAD e o FMN requer a 
presença da Ca2+-CaM (Matsuda e Iyanagi, 1999). Curiosamente, os electrões 
provenientes do domínio redutase de uma subunidade (DR1) são transferidos 
para o heme do domínio oxigenase da outra subunidade (DO2), conforme 
esquematizado na Fig. 1.4B (Siddhanta et al., 1996).  
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FMNH•
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Fe2+
L-arg + O2
L-cit + •NO
DO1
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Figura 1.4 – A) Reacção de oxidação de L-arginina a •NO e L-citrulina catalizada 
pela NOS, com formação do intermediário N-hidroxi-L-arginina; B) Esquema do 
dímero NOS indicando o fluxo de electrões deste o dador inicial (NADPH) ao 
final (heme ferrico). DR1 e 2 – Domínios redutase, DO1 e 2 – domínios 
oxigenase. Adaptado de Alderton et al., 2001. 
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1.5. O Hipocampo 
O conceito de •NO enquanto neuromodulador tomou forma quando se 
relacionou a activação do receptor do glutamato do tipo NMDA com a síntese 
do radical em fatias de cérebro (Garthwaite et al., 1988, Garthwaite et al., 
1989). A actividade reguladora do •NO é particularmente relevante no 
hipocampo uma vez que tem sido proposto o seu envolvimento nos 
mecanismos de memória e aprendizagem bem como nos mecanismos de 
morte celular associados ao envelhecimento e neurodegenerescência nesta 
estrutura do sistema nervoso central (SNC). Neste contexto é importante 
salientar que o •NO é um mensageiro distinto dos convencionais – como é um 
gás hidrofóbico e altamente difusível, não pode ser armazenado em vesículas 
e libertado face a uma estimulação. Antes, quando a célula produtora recebe o 
estímulo apropriado, sintetiza •NO que então difunde intra e intercelularmente, 
sem que estruturas membranares limitem a sua esfera de acção. Por outro 
lado, não existem receptores membranares específicos para o •NO como 
acontece para outros neurotransmissores. O seu principal alvo molecular, 
como já foi mencionado, é a sGC que se encontra no citosol das células alvo.  
1.5.1. Estrutura 
Os mamíferos possuem um hipocampo em cada hemisfério. É uma 
estrutura de forma curva que se localiza no lobo temporal mediano do SNC 
(Fig. 1.5A). Em termos citoarquitectónicos, cada hipocampo é constituído por 
duas camadas de células principais em forma de “C” que se encaixam uma na 
outra (Fig. 1.5B). A primeira destas camadas é formada por células piramidais 
(que no humano formam as subregiões CA1 a CA4 e no rato formam as 
subregiões CA1 e CA3) enquanto que a segunda é formada pelas células 
granulares do giro dentado (DG). 
Esta estrutura aloja um circuito neuronal trisináptico (Fig. 1.5B). O 
córtex entorrinal é origem de uma forte projecção para o DG e estas fibras 
perfuram o subículo, terminando nas células granulares do DG. Os axónios das 
células granulares possuem várias varicosidades e por isso mesmo são 
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denominadas de fibras espinhosas. Estas fibras colateralizam na camada 
polimórfica da subregião CA3 e terminam em sinapses nas dendrites proximais 
das células piramidais. Os axónios das células piramidais de CA3 projectam 
axónios altamente colateralizados que, para além de participarem/colaborarem 
em ligações associativas dentro da mesma subregião, também emitem uma 
projecção principal, colectivamente designadas de colaterais de Schaffer, que 
termina nas células piramidais de CA1. Estas projectam uma fibra para o 
subículo, acabando a informação por voltar para o córtex entorrinal (Amaral e 
Witter, 1989). 
Na década de 1970 foi proposta a “hipótese lamelar” segundo a qual as 
quatro vias activadas sucessivamente no hipocampo em resposta à aplicação 
de um estímulo ao córtex entorrinal se orientam na mesma direcção, 
transversalmente ao eixo longitudinal do hipocampo. Assim, numa fatia obtida 
por seccionamento transversal do hipocampo (Fig. 1.5A), é possível obter o 
circuito completamente operacional (Fig. 1.5B), podendo cada fatia funcionar 
independentemente (Andersen et al., 1971). Embora tenha já sofrido alguma 
remodelação, considerando-se presentemente que existem também 
importantes projecções no sentido longitudinal do hipocampo (Amaral e Witter, 
1989), na essência esta teoria mantém-se válida, reforçando assim o interesse 
no uso de secções transversais de hipocampo em variadíssimos estudos. 
Para além do córtex entorrinal, o hipocampo recebe também 
informação oriunda do septo, amígdala, tálamo, hipotálamo e núcleos 
monoaminérgicos do tronco cerebral e, em algumas espécies, do hipocampo 
contralateral (situado no hemisfério oposto). Embora não exista enervação do 
córtex sensorial primário, a informação sensorial chega indirectamente ao 
hipocampo a partir do córtex associativo relacionado com o estado de alerta, 
atenção, emoção e memória. O hipocampo integra toda esta informação, 
sendo por isso encarado como uma região cortical de associação supramodal 
(Copper e Lowenstein, 2003). 
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Figura 1.5 – A) Localização do hipocampo no sistema nervoso central do rato 
com indicação do sentido do corte transversal que permite obter a fatia de 
hipocampo; B) Fatia de hipocampod e rato onde se observam subregiões CA1, 
CA3 e DG, bem como as camadas de células principais (pl – camada de células 
piramidais ou stratum pyramidale; gl – camada de células granulares ou stratum 
granulosum e pm – camada de células polimórficas) e o circuíto neuronal 
(Adaptado de Ledo et al., 2004). 
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1.5.2. Função 
Há muito que se considera que os processos de memória e 
aprendizagem têm por base neuromolecular a alteração da força sináptica, e o 
hipocampo, sendo uma estrutura claramente dedicada ao processo de 
formação de memórias do tipo declarativo, tem sido amplamente utilizado 
como preparação de eleição para o estudo destes mecanismos (Bliss e 
Collingridge, 1993). 
A primeira indicação de que o hipocampo participaria nos processos de 
formação de memória surgiu em meados da década de 1950 quando se 
observou num doente sujeito à remoção bilateral do lobo temporal a 
incapacidade de formar novas memórias, embora as formadas antes da 
cirurgia se mantivessem intactas (Scoville e Milner, 1957).  
Dos substratos neuronais de aprendizagem e memória podem 
destacar-se a facilitação, que consiste no aumento do potencial pós-sináptico 
em resposta a uma estimulação pré-sináptica de alta frequência (Capogna, 
1998); potenciação pós-tetânica, que consiste no aumento da libertação de 
transmissores após um input excitatório rápido e resulta numa sensibilização 
do neurónio durante um longo período de tempo (Weeks et al., 1997) e 
potenciação sináptica de longa duração (LTP), onde o neurónio permanece 
num nível de excitação prolongado em resultado de um input excitatório rápido 
aplicado a um neurónio já despolarizado e que, muito provavelmente, implica 
alteração na expressão de proteínas (Hevroni et al., 1998).  
Em 1973, o fenómeno de LTP foi descrito no hipocampo, em particular 
nas sinapses entre as fibras do córtex entorrinal e as células granulares do DG 
(Bliss e Lomo, 1973). O mesmo fenómeno pode ser observado nas restantes 
sinapses principais do hipocampo, embora em cada subregião possua 
propriedades específicas (Nicoll e Malenka, 1995). A LTP partilha 
características com modelos comportamentais de memória e aprendizagem, 
tais como a especificidade de input e associatividade e é geralmente aceite 
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que está na base celular destes processos cognitivos (Copper e Lowenstein, 
2003). 
A LTP possui características que permitem considerá-la como o 
mecanismo neuromolecular subjacente ao processo de formação de memórias 
atribuído ao hipocampo: observa-se em todas as sinapses principais do 
hipocampo, é rapidamente induzida e permanece estável durante horas ou 
mesmo dias, dependendo do número de repetições do estímulo (Milner et al., 
1998). A LTP não é um processo exclusivo do hipocampo, sendo observado no 
córtex cerebral e na amígdala, mas foi inicialmente descrito naquela estrutura e 
aí tem sido extensivamente estudado 
Embora nas três principais sinapses do hipocampo se observe LTP, 
distinguem-se duas formas. Nas sinapses estabelecidas entre as fibras 
espinhosas e as células piramidais da subregião CA3 a LTP é não associativa 
e não requer a actividade simultânea dos elementos pré- e pós-sinápticos. No 
DG e na subregião CA1 a LTP é associativa e requer actividade coincidente 
nos elementos pré e pós sinápticos (Milner et al., 1998). Enquanto neste último 
caso a LTP é dependente da activação de receptores do glutamato do tipo 
NMDA, o mesmo já não acontece na subregião CA3. Este receptor permite 
detectar a actividade simultânea dos dois elementos da sinapse pois a sua 
abertura requer a ligação do agonista proveniente de um terminal pré-sináptico 
activo e despolarização da célula pós-sináptica (Bliss e Collingridge, 1993).  
O influxo de Ca2+ para a célula pós-sináptica é um requisito da indução 
de LTP, activando directa e/ou indirectamente três proteína cinases: a proteína 
cinase II dependente de Ca2+/CaM (Malenka et al., 1989, Malinow et al., 1988), 
a proteína cinase C (Malinow et al., 1988) e a tirosina cinase fyn (Grant et al., 
1992, O'Dell et al., 1991) que desencadeiam cascatas de sinalização 
intracelulares. Seguem-se as fases de expressão e manutenção, cuja 
localização é ainda debatida, podendo ser pré-sináptica e/ou pós-sináptica 
(Bliss e Collingridge, 1993).  
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1.5.3. Receptores do Glutamato  no Hipocampo 
O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do SNC dos 
mamíferos, podendo atingir na fenda sináptica uma concentração da ordem de 
grandeza de milimolar durante alguns milissegundos (Clements, 1996, 
Clements et al., 1992, Nicholls e Attwell, 1990). No hipocampo 90 % das 
sinapses são glutamatérgicas (Vizi e Kiss, 1998). 
O neurotransmissor é armazenado em vesículas no terminal pré-
sináptico, sendo libertado quando este recebe um estímulo apropriado. Uma 
vez na fenda sináptica, liga-se a receptores específicos produzindo-se uma 
resposta nas células onde esses receptores se encontram. A resposta ao 
glutamato é mediada por vários tipos de receptores ionotrópicos e 
metabotrópicos, funcional e farmacologicamente distintos. A activação de 
receptores metabotrópicos resulta na activação de proteínas G, que podem 
conduzir à supressão de corrente de canais de K+, ao aumento de corrente em 
canais iónicos não selectivos, à inibição de receptores de ácido -amino 
butírico (GABA) e à potenciação de receptores ionotrópicos (Conn e Pin, 1997, 
Pin e Duvoisin, 1995). Os receptores ionotrópicos são canais iónicos cuja 
actividade depende da ligação de um ligando específico, neste caso glutamato, 
e são responsáveis pela maior parte da transmissão sináptica excitatória no 
SNC. 
Existem três tipos de receptores ionotrópicos de Glutamato com 
propriedades distintas. Os nomes foram atribuídos em função da selectividade 
dos seus agonistas não endógenos – NMDA, AMPA (-amino-3-hidroxi-4-
metil-4-isoxazolepropionato) e KA (cainato). Estes 2 últimos são normalmente 
designados de não-NMDA, pois a especificidade de ligação a cada um dos 
agonista não é total. Para além das diferenças farmacológicas entre os 
diferentes receptores ionotrópicos, existem também diferenças ao nível da 
permeabilidade iónica: enquanto os receptores NMDA são permeáveis 
principalmente a Ca2+ e apenas ligeiramente permeáveis a Na+, os receptores 
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não-NMDA apresentam tipicamente maior permeabilidade a Na+ (Dingledine et 
al., 1999, Kew e Kemp, 2005, Ozawa et al., 1998). 
Os receptores NMDA são constituídos por combinação heteróloga de 
subunidades de três famílias – NR1, NR2A-D e NR3A e B. O receptor funcional 
possui pelo menos uma subunidade do tipo NR1 (que pode existir em 8 
variantes de processamento pós-transcripcional) e outra do tipo NR2, enquanto 
subunidades do tipo NR3 podem ou não estar presentes. Como existem várias 
possibilidades de combinação podem encontrar-se receptores com 
propriedades de afinidade pelos ligandos, permeabilidade iónica e regulação 
muito distintas. Os receptores NMDA apresentam uma cinética relativamente 
lenta e são altamente permeáveis a Ca2+. Contrariamente aos outros tipos de 
receptores do glutamato, a abertura do canal requer a ligação do agonista e do 
co-agonista glicina. Para um potencial de membrana de repouso o canal iónico 
do receptor encontra-se bloqueado por Mg2+, que é removido quando a 
membrana é ligeiramente despolarizada (Revisto em Kew e Kemp, 2005). 
Na sinapse glutamatérgica, os receptor NMDA são normalmente co-
expressos com receptores do tipo AMPA cuja activação permite atingir a 
despolarização necessária para aliviar o bloqueio imposto ao receptor NMDA 
pelo Mg2+. Ao contrário dos receptores NMDA, caracterizados por ter uma 
cinética lenta, os receptores de AMPA respondem muito rapidamente à ligação 
de agonista (Nowak et al., 1984, Ottersen e Landsend, 1997, Palmer et al., 
2005). 
1.5.4. Outros Neurotransmissores 
Embora a base citoarquitectónica do hipocampo seja o neurónio 
glutamatérgico, ocorre a libertação de outros neurotransmissores. Os dados 
neuroanatómicos indicam que praticamente todos os interneurónios do 
hipocampo (a segunda população neuronal mais numerosa) são GABAérgicos 
(Freund e Buzsaki, 1996). Estes neurónios constituem cerca de 10 % do total 
de neurónios e enervam maioritariamente as células principais do hipocampo, 
mas também interneurónios (Acsady et al., 1996, Gulyas et al., 1996). A sua 
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principal função é regular o circuito excitatório glutamatérgico das células 
principais.  
Para além de Glutamato e GABA, libertados por neurónios do 
hipocampo, esta estrutura é enervada por fibras oriundas de outras regiões do 
SNC e que libertam neurotransmissores diferentes, nomeadamente fibras 
colinérgicas com origem no septo medial e na área de Broca (Umbriaco et al., 
1995), fibras noradrenérgicas com origem no locus coeruleus (Loy et al., 1980) 
e ainda fibras serotonérgicas oriundas núcleos dorsais e medianos de Rafe, 
(Umbriaco et al., 1995). É importante referir que a maior parte das 
varicosidades contendo estes neurotransmissores não participam na 
transmissão sináptica, havendo antes libertação para o espaço extrasináptico 
(Vizi e Kiss, 1998, Umbriaco et al., 1995). Os neurotransmissores libertos fora 
da sinapse funcionam como moduladores tónicos da actividade neuronal – são 
neuromoduladores ou neuro-hormonas – afectam um volume grande de tecido 
nervoso e a resposta celular depende da distribuição de receptores nas células 
alvo (Vizi e Kiss, 1998). Alguns autores chamam esta forma de transmissão 
não-sináptica de “transmissão em volume” (Agnati et al., 1995).  
O •NO produzido por activação do receptor NMDA pode ser encarado, 
devido à sua difusão, como um neurotransmissor não-sináptico (Garthwaite et 
al., 1988).  
1.5.5. O Óxido Nítrico no Hipocampo 
No SNC, a síntese de •NO foi inicialmente descrita no cerebelo em 
resposta à activação de receptores do glutamato ionotrópicos (Garthwaite et 
al., 1988). A identificação desta molécula altamente difusível no SNC como 
participante em vias de sinalização neuronal revolucionou o próprio conceito de 
transmissão neuronal, pois, como já foi referido, contrariamente aos 
neurotransmissores clássicos (Glutamato, acetilcolina, glicina, dopamina etc.) o 
•NO não pode ser armazenado em vesículas e não possui um receptor 
membranar específico. Sendo um gás hidrofóbico, permeia membranas 
biológicas (Shaw e Vosper, 1977) e não distingue entre células funcionalmente 
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acopladas ao neurónio produtor e células adjacentes. Quando a sua síntese é 
estimulada num determinado neurónio por elevação da concentração 
intracelular de Ca2+, o •NO produzido pode afectar um grande volume de 
tecido, independentemente da existência ou não de ligação sináptica entre o 
neurónio produtor e a célula alvo (Beckman e Koppenol, 1996, Lancaster, 
1994, Wood e Garthwaite, 1994). 
No SNC, nomeadamente no hipocampo, é possível encontrar as três 
isoformas de NOS. A isoforma neuronal, NOS I, inicialmente descrita no 
cerebelo, já foi identificada em várias outras regiões, embora com níveis de 
expressão diferentes. Em ratos e em ratinhos a enzima foi descrito na via 
olfactiva, em todas as regiões corticais e neocorticais, no cerebelo e no 
estriado (Gotti et al., 2005, Vincent e Kimura, 1992).  
No que respeita o hipocampo, a NOS I foi inicialmente localizada nos 
interneurónios GABAérgicos (Bredt et al., 1991, Valtschanoff et al., 1993), mas 
a primeira descrição da expressão de NOS I nas células piramidais da 
subregião CA1 surgiu em 1994 (Wendland et al., 1994), sendo posteriormente 
confirmado por Burette et al., 2002. A NOS I é expressa em todas as 
subregiões do hipocampo e o nível de expressão varia durante o 
desenvolvimento (Blackshaw et al., 2003, Liu et al., 2003). 
A isoforma endotelial – NOS III – é expressa nos vasos sanguíneos do 
SNC, maioritariamente nas artérias e arteríolas, mas também em veias, 
vénulas e capilares, onde o •NO participa na regulação fisiológica do 
relaxamento vascular (Topel et al., 1998). O •NO originário da actividade desta 
isoforma parece poder desempenhar um papel na plasticidade sináptica, pois 
em ratinhos silenciosos para apenas uma das isoformas constitutivas de NOS, 
a LTP desenrola-se de forma normal, o mesmo já não ocorrendo em ratinhos 
silenciosos para ambas. Esta observação aponta para um mecanismo de 
compensação da NOS I pela NOS III (Son et al., 1996). Bon e Garthwaite 
propuseram que a actividade cada isoforma tem uma função específica neste 
processo de plasticidade sináptica. Enquanto a NOS III mantém um tónus de 
•NO de baixa concentração, a NOS I produz uma elevação transiente da 
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concentração do radical em resposta à activação do receptor NMDA (Bon e 
Garthwaite, 2003).  
A NOS II é expressa por macrófagos activados por exposição a 
determinados estímulos (citocinas, por exemplo). É uma enzima de alto débito 
– produz uma elevada quantidade de •NO por um longo período de tempo 
(entre horas a dias, desde que os substratos estejam disponíveis, Alderton et 
al., 2001). Estudos recentes indicam que no SNC ela é expressa 
exclusivamente por células da microglia activadas, as células 
imunologicamente competentes do SNC (Duport e Garthwaite, 2005).  
Por fim, a NOS mitocondrial (mtNOS), provavelmente uma variante da 
NOS I resultante de processamento pós-transcripcional do ARN, e cuja 
actividade tem sido objecto de controvérsia, também já foi identificada no 
hipocampo (Lores-Arnaiz et al., 2005).  
1.5.6. O Óxido Nítrico e Receptores N-Metil-D-Aspartato 
As subunidades dos receptores NMDA e AMPA possuem terminais 
carboxílicos intracelulares através dos quais estabelecem ligações com 
componentes citosólicos (Hollmann e Heinemann, 1994). Esta característica 
tem consequências biológicas notórias, permitindo uma regulação fina do 
funcionamento dos receptores, nomeadamente por interacção com proteínas 
citosólicas e/ou com elementos do citoesqueleto e torna possível o seu 
acoplamento directo a cascatas de sinalização intracelulares.  
Nos receptores NMDA, a subunidade NR1 interage com a proteína do 
citoesqueleto -actina, o que regula a sua localização relativamente à sinapse; 
quando a ligação é quebrada, o receptor desloca-se para fora da sinapse 
(passa a ser extra-sináptico), o que torna a célula menos vulnerável à 
estimulação excessiva que se observa durante um insulto excitotóxico 
(Arundine e Tymianski, 2003). A subunidade NR2, por seu lado, possui no seu 
terminal carboxílico um motivo PDZ (motivo de interacção proteica descrita 
inicialmente em PSD-95, DLG, Z0-1) que lhe permite ligar a elementos 
presentes da densidade pos-sináptica através de interacções proteína-proteína 
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específicas. Uma exemplo crítico é a PSD-95 (post-synaptic density protein 95) 
que existe na densidade pós-sináptica e liga várias proteínas simultaneamente. 
Poder-se-á dizer que funciona como uma matriz, mantendo vários elementos 
na proximidade física uns dos outros, acoplando a sua actividade (Sheng e 
Pak, 1999).  
Visto que a NOS I possui também um motivo PDZ, não foi 
surpreendente verificar que a PSD-95 liga a esta enzima (Brennan et al., 2002, 
Christopherson et al., 1999, Stricker et al., 1997) numa estrutura supraproteica 
que inclui outras proteínas com consequências no acoplamento físico e 
funcional do receptor NMDA à NOS I (Figs. 1.6). Esta noção torna-se notória 
considerando que este receptor é um canal permeável a Ca2+ e que a NOS I é 
activada pela ligação do complexo Ca2+-CaM. Isto é, quando ocorre um 
aumento da concentração intracelular de Ca2+, a proximidade física entre 
receptor e enzima permite o seu acoplamento funcional. Estando a NOS I 
muito próximo do local onde ocorre influxo de Ca2+ é natural que se atinja 
rapidamente uma velocidade de síntese de •NO próxima do máximo. Porém 
este mecanismo não permite uma regulação fina da produção do radical: o •NO 
produzido em consequência da activação de receptores NMDA tende a atingir 
concentrações elevadas e potencialmente tóxicas (Aarts e Tymianski, 2003). 
Este acoplamento físico e funcional entre receptor e enzima já foi demonstrado 
em neurónios piramidais de hipocampo (Yang et al., 2004) e em fatias de 
hipocampo de rato (Burette et al., 2002). 
1.5.7. Difusão e Regulação da Actividade do Óxido Nítrico 
Devido às suas propriedades físico-químicas já mencionadas 
anteriormente, nomeadamente o seu baixo peso molecular e hidrofobicidade, o 
•NO permeia facilmente membranas biológicas (Shaw e Vosper, 1977), sendo 
provável que difunda vários diâmetros celulares. A distância efectiva que o •NO 
difunde desde o seu ponto de síntese é limitada pela velocidade de reacção 
com os seus alvos moleculares (Beckman e Koppenol, 1996, Lancaster, 1994, 
Wood e Garthwaite, 1994). Alguns resultados obtidos em culturas celulares 
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sugerem que o •NO produzido endogenamente pode difundir até uma distância 
de 100 a 200 m a partir do seu local de síntese, o que está de acordo com o 
seu coeficiente de difusão elevado, 3300 m2/s (Malinski et al., 1993; 
Meulemans, 1994). Em estruturas biológicas que preservam a organização e 
arquitectura celulares, nomeadamente do SNC, não existem resultados 
experimentais sólidos para o raio de difusão. 
A primeira indicação clara da actividade de mensageiro intercelular do 
•NO no SNC surgiu da observação de que era possível induzir potenciação da 
força sináptica dependente de •NO em pares de neurónios separados entre si 
100 m no hipocampo (Schuman e Madison, 1994). Enquanto isso, um estudo 
paralelo estimou o diâmetro da esfera de influência do •NO produzido por uma 
única fonte de diâmetro entre 1 e 10 m em 200 m, o que corresponde a um 
volume de tecido nervoso contendo 2 milhões de sinapses (Wood e 
Garthwaite, 1994). Estas duas observações, seleccionadas de entre muitas 
outras, suportam a noção de mensageiro intercelular difusível no SNC atribuída 
ao •NO. 
Assim, para uma molécula não passível de armazenamento em 
vesículas e que difunde isotropicamente a partir do seu ponto de síntese, o 
perfil de concentração do •NO no tempo e no espaço é determinado pela 
regulação da síntese e pelo tipo e distribuição dos seus alvos moleculares na 
vizinhança do local de produção. Embora o •NO não seja uma molécula 
particularmente reactiva, a sua reacção rápida com o O2-•, radicais peroxilo 
lipídicos, proteínas contendo metais de transição, resíduos tiólicos existentes 
em proteínas ou compostos de baixo peso molecular (por exemplo glutatião) e 
o O2 certamente regulam o seu tempo de vida e a sua biodisponibilidade. Em 
macrófagos activados isolados determinou-se uma esfera de difusão de •NO 
com diâmetro de 500 m, sendo dramaticamente reduzida na presença de 
proteínas e lípidos no meio reaccional (Porterfield et al., 2001). A reacção do 
•NO com a hemoglobina é claramente a principal via de remoção do radical em 
organismos vivos (Lancaster, 1997). Outras vias menos estudadas incluem a 
desactivação do radical por reacção com flavoproteínas observada em 
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algumas linhas celulares (Gardner et al., 2001), ou com uma proteína presente 
do SNC ainda não identificada, mas claramente distintas das hemoproteínas 
mais óbvias (Griffiths e Garthwaite, 2001). Alguns autores sugerem ainda uma 
remoção de •NO mediada por um elemento membranar de origem lipídica 
(Keynes et al., 2005). Uma outra reacção que pode modular os sinais de •NO é 
a auto-oxidação na fase lipídica. Embora pouco significativa em solução 
aquosa para concentrações fisiológicas de O2 e baixas concentrações de •NO, 
devido à natureza hidrofóbicos de ambos os gases ela prossegue a um ritmo 
considerável no interior de membranas biológicas (Liu et al., 1998).  
Para além da regulação da actividade da NOS I pela disponibilidade 
dos seus substratos, cofactores e concentração intracelular de Ca2+, o 
acoplamento ao receptor NMDA regula a localização sub-celular da enzima e 
consequentemente a bioactividade do •NO. Existem algumas proteínas 
capazes de competir com a PSD-95 pela ligação à NOS I, removendo-a deste 
complexo e assim afastando a enzima da influência da elevação de Ca2+ que 
ocorre aquando da activação do receptor. Um exemplo é a CAPON. Esta 
proteína citosólica compete com a PSD-95 pela ligação à NOS I sendo assim 
responsável pelo seu desacoplamento do receptor NMDA (Jaffrey et al., 1998). 
A CAPON interage também com a sinapsina I através de um domínio 
fosfotirosina localizado no terminal amínico e o complexo ternário 
NOS/CAPON/sinapsina I formado promove a translocação da NOS I para 
outros locais subcelulares, nomeadamente pré-sinápticos (Fig. 1.7) (Jaffrey et 
al., 2002).  
Para além destas, outras proteínas ligam a NOS I e regulam a sua 
localização, como, por exemplo, a heat shock proteina 90 (Bender et al., 1999) 
e a fosfofrutocinase (Firestein e Bredt, 1999). Ainda mais a montante, ocorre 
regulação da actividade da NOS por fosforilação por proteína cinases (proteína 
cinase C, proteína cinase dependente de cAMP, proteína cinase dependente 
de Ca2+/CaM), o que sugere que a síntese neuronal de •NO é modulada por 
uma miríade de cascatas de sinalização intracelular (Bredt et al., 1992).  
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Por fim, e como já foi mencionado, a NOS é sujeita a regulação pelo 
próprio •NO que se liga ao centro hémico para formar um complexo ferro-
nitrosilo estável (Fe2+-NO), inactivar a enzima (Alderton et al., 2001, Cooper, 
1999, Griscavage et al., 1995).  
 
 
 
 
GTP
cGMP
CaM
L-Arg
•NO
Ca2+
sGC
GTP
cGMP
Reacção
com Alvos
Moleculares
sGC
Neurónio Pré-
sináptico
Outros alvos
Acção em
células
não fisicamente
acopladas -
vias de 
sinalização não
sinápticasCAPON
Mensageiro
Retrógrado
Figura 1.6 – A sinapse glutamatérgica com NOS I acoplada ao receptor NMDA. 
No esquema realçam-se a via de síntese de •NO no terminal pós sináptico, 
difusão intra e intercelular, interacção com alvos moleculares e regulação da 
actividade da NOS I. (Adaptado de Ledo et al., 2004). 
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1.5.8. Bioactividade do Óxido Nítrico no Hipocampo 
O aumento da força sináptica observada na LTP pode resultar de 
modificações pós-sinápticas, como por exemplo no aumento da sensibilidade 
ao neurotransmissor devido a uma maior expressão de receptores, pré-
sinápticas, como por exemplo aumento da libertação de neurotransmissor a 
partir do terminal pré-sináptico, ou ambas. O fluxo de informação do terminal 
pós-sináptico, onde ocorre a elevação concentração de Ca2+ necessária à 
indução de LTP, para o pré-sináptico requer a existência de um 
neurotransmissor retrógrado. Em 1991, dois grupos demonstraram que o •NO é 
produzido na célula pós-sináptica da subregião CA1 em resposta a um 
estímulo tetânico das fibras colaterais de Schaffer e que a difusão do radical no 
espaço extracelular era condição necessária à potenciação (O'Dell et al., 1991, 
Schuman e Madison, 1991). Mais tarde confirmou-se que o •NO produzido pós-
sinapticamente difunde na fenda sináptica até chegar à contraparte sináptica 
(Arancio et al., 1996). O •NO parece exercer a sua acção no terminal pré-
sináptico regulando, por exemplo, a endocitose pré-sináptica de vesículas 
(Micheva et al., 2003) e a libertação de neurotransmissores (revisto em Prast e 
Philippu, 2001).  
A transdução do sinal produzido por síntese de •NO envolve a 
activação da sGC e aumento da concentração de cGMP. Este mensageiro 
intracelular secundário activa proteína cinases dependentes de cGMP e 
desencadeia cascatas de fosforilação. Existem também alguns efeitos 
atribuídos ao •NO e não dependentes de cGMP (Jacoby et al., 2001, Kleppisch 
et al., 1999, Lev-Ram et al., 2002), nomeadamente a S-nitrosilação de 
enzimas, proteínas G, factores de transcrição, transportadores, receptores de 
transmissores (Lei et al., 1992) e canais iónicos (Stamler, 1994, Stamler et al., 
1997, Yao et al., 1997) como o canal de Ca2+ do tipo L (Campbell et al., 1996), 
modificação de resíduos de tirosina e estimulação da ADP-ribosilação 
(Schuman et al., 1994). 
1. Introdução Geral 
47 
O fenómeno inverso da LTP é o enfraquecimento da força sináptica por 
um longo período, denominada de depressão de longa duração (LTD), e 
normalmente surgem em resposta a uma estimulação tetânica fraca. No 
hipocampo, a LTD é dependente da activação de receptores do glutamato 
ionotrópicos (nomeadamente do tipo NMDA) e metabotrópicos (Bashir et al., 
1993, Dudek e Bear, 1992, Stanton et al., 1991, Wexler e Stanton, 1993). 
Observa-se elevação da concentração intracelular de Ca2+ nos terminais pós- e 
pré-sináptico, e também neste caso, o •NO foi identificado como um 
mensageiro retrógrado (Izumi e Zorumski, 1993). Contrariamente ao observado 
em LTP, o •NO diminui a quantidade de neurotransmissor libertada, o que 
claramente resulta na diminuição da força sináptica (Stanton et al., 2003).  
1.6. Detecção de Óxido Nítrico  
Do que foi descrito até aqui compreende-se que a actividade do •NO 
em mecanismos fisiológicos e patológicos do hipocampo está criticamente 
dependente da sua dinâmica de concentração e do raio de difusão do radical. 
Assim, a medida da dinâmica de concentração de •NO no tempo e no espaço é 
de suma importância para o entendimento da sua actividade biológica. De 
facto, embora seja uma das moléculas biológicas mais estudadas, a sua 
natureza radicalar e curto tempo de vida têm dificultado a sua medição directa 
e em tempo real no meio biológico. Muito do que se sabe sobre a actividade 
biológica do •NO tem por base estudos qualitativos clássicos de farmacologia 
com utilização de inibidores e medidas indirectas de actividade.  
Um dos maiores desafios no desenvolvimento de uma metodologia 
apropriada para a medida de •NO, in vitro ou in vivo é a dupla necessidade de 
sensibilidade e selectividade. Grande parte dos trabalhos publicados relativos à 
biossíntese e efeitos físiopatalógicos do •NO não reportam os valores de 
concentração do radical. Por outro lado, a grande parte dos métodos existentes 
são indirectos, medindo produtos de reacção ou decomposição do •NO, ou a 
extensão de alguns efeitos atribuídos ao •NO.  
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O •NO possui quatro propriedades que estabelecem as bases dos 
vários métodos de detecção: i) é possível medir a sua actividade biológica, 
nomeadamente a extensão do relaxamento muscular em vasos sanguíneos ou 
a inibição da actividade de plaquetas (Furchgott e Zawadzki, 1980, Ignarro et 
al., 1987, Salvemini et al., 1990); ii) a sua reactividade com espécies com 
actividade redox, nomeadamente com o ferro hémico da oxi-hemoglobina ou 
com armadilhas de spin (Drapier et al., 1991, Lancaster et al., 1992); iii) em 
sistemas biológicos, os produtos de decomposição do •NO (NO2- e NO3-) e os 
produtos resultantes da sua síntese (L-citrulina) são estáveis e podem ser 
quantificados por uma variedade de métodos (Bredt e Snyder, 1990, Green et 
al., 1982); iv) •NO pode ser detectado directamente através de interacções com 
o seu electrão desemparelhado, quer por quimioluminescência quer por 
oxidação ou redução num sensor electroquímico (Fontijn et al., 1970, 
Friedemann et al., 1996, Kikuchi et al., 1993, Malinski e Taha, 1992, Shibuki e 
Okada, 1991). 
Os métodos mais comuns incluem a quimioluminescência, 
espectrofotometria de UV-Vis, fluorescência, espectroscopia paramagnética 
electrónica e electroquímica. Cada técnica tem as suas vantagens individuais, 
bem como desvantagens que limitam a sua aplicabilidade, desde sensibilidade 
e selectividade limitadas à necessidade de grande processamento da amostra 
ou recurso a equipamentos muito especializados ou caros. 
Os métodos electroquímicos permitem não só a detecção directa e em 
tempo real de •NO. Por outro lado, o facto de existirem eléctrodos de 
variadíssimas formas geométricas e dimensões, permite realizar medições em 
diferentes preparações, como tecidos e células individuals.  
A detecção electroquímica de •NO baseia-se na sua oxidação à 
superfície activa de um eléctrodo, com consequente geração de uma corrente 
de oxidação que pode ser medida. Mecanisticamente, a detecção 
electroquímica decorre em duas etapas: a primeira é a reacção electroquímica 
à superfície do eléctrodo (reacção 12), com transferência de um electrão, a que 
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se segue uma reacção química (reacção 13), com formação de NO2- e é 
dependente do pH (Malinski e Czuchajowski, 1996). 
 
(12) 
 
(13) 
 
Como a oxidação do NO2- no eléctrodo ocorre a um potencial apenas 
60 a 80 mV acima do potencial de oxidação do •NO, a oxidação de •NO na 
superfície do eléctrodo pode resultar na transferência de dois electrões 
adicionais consequência da oxidação do NO2- a NO3-.  
A corrente de oxidação do •NO pode ser medida amperométrica ou 
voltametricamente – no primeiro caso o potencial de oxidação é mantido 
constante enquanto se mede a corrente e no segundo caso o potencial varia 
dentro de um intervalo que inclui o potencial de oxidação do •NO (Malinski e 
Czuchajowski, 1996). Embora os dois métodos permitam obter informação 
quantitativa, a amperometria é mais apropriada na detecção de •NO em 
sistemas biológicos, pois é um dos métodos electroanalíticos mais sensíveis e 
permite um registo contínuo da corrente (Allen et al., 2002). Os métodos 
voltamétricos fornecem informação qualitativa, pois permitem identificar e isolar 
outras espécies electroactivas presentes na preparação (Stamford et al., 1992). 
Em 1990, Shibuki desenvolveu aquele que seria o primeiro sensor 
electroquímico para medir •NO em fatias de cérebro (Shibuki, 1990, Shibuki e 
Okada, 1991). Este sensor era constituído por um eléctrodo de Clark, 
semelhante aos detectores utilizados para medir O2 electroquimicamente, 
tendo o autor revertido a polaridade para permitir a oxidação de •NO.  
Em 1992, Malinski e Taha descreveram um microeléctrodo de fibra de 
carbono para medir com a superfície activa modificada por 
electropolimerização da níquel porfirina (NiII tetrakis(3-metoxi-4-
hidroxifenil)porfirina – NiII(TMHPP)) e deposição uma camada de Nafion®, um 
•NO   NO+ + e- 
NO+ + OH-         HNO2 
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polímero com esqueleto de politetrafluoretileno com cadeias laterais de ácido 
sulfónico, desenvolvido pela Dupond (Malinski e Taha, 1992). 
A porfirina utilizada por Malinski e Taha teria, aparentemente, 
propriedades catalíticas, favorecendo a oxidação do •NO à superfície do 
eléctrodo com aumento de sensibilidade e desviando o potencial de oxidação 
do •NO para um valor mais baixo do que aquele observado para o carbono não 
modificado.  
A utilização de Nafion® para revestimento de eléctrodos foi 
inicialmente proposta em 1984 com o objectivo de melhorar a selectividade de 
eléctrodos de grafite utilizados para medir aminas e indolaminas biogénicas no 
SNC, nomeadamente dopamina, 5-hidroxitriptamina e epinefrina. Os autores 
constataram que o Nafion® melhorava significativamente a selectividade 
contra espécies relevantes como os seus metabolitos e o ascorbato (Gerhardt 
et al., 1984). O uso deste filme foi depois alargado aos microeléctrodos de fibra 
de carbono, conferindo propriedades analíticas superiores em termos de 
selectividade (Brazell et al., 1987).  
Quando o Nafion® está convenientemente hidratado, os grupos 
sulfonato são neutralizados por catiões do meio e o filme torna-se bastante 
impermeável a pequenas moléculas carregadas negativamente (Allen et al., 
2002, Chiou e Paul, 1988, Sakai et al., 1986). Por outro lado, o Nafion® 
previne a diminuição do sinal voltamétrico no decorrer de medições em tecidos 
ou in vivo (Kristensen et al., 1987). 
Uma das principais características a ter em consideração no 
desenvolvimento de eléctrodos para medir •NO é a sua selectividade contra 
outras espécies electroactivas presentes na preparação. Ao potencial utilizado 
para medir •NO (normalmente + 0,9 V), os eléctrodos de carbono não 
modificados medem ascorbato, catecolaminas e os seus metabolitos, indóis e 
os seus metabolitos e ainda NO2-. Excluindo este último, os restantes 
compostos têm massa molecular muito superior a •NO, com carga neutra ou 
negativa, e apresentam um potencial de oxidação inferior ao do radical, desde -
-0,2 a +0,75 V (Stamford et al., 1992). Já o NO2- é oxidado a um potencial 
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ligeiramente superior ao do •NO (cerca de 60 a 80 mV) e é o seu principal 
produto de reacção em preparações biológicas. 
Assim, outros autores, apenas utilizaram polímeros para melhorar da 
selectividade dos microeléctrodos de fibra de carbono. A escolha dos 
polímeros obedece a determinados critérios, como a permeabilidade a 
moléculas de reduzida dimensão e insolubilidade em solução aquosa (Pariente 
et al., 1994 ). O microeléctrodo de fibra de carbono apresentado e utilizado 
neste trabalho foi revestido com orto-fenilenediamina (o-PD) 
electropolimerizada e Nafion®, à semelhança do que foi inicialmente 
apresentado por Friedemann et al. em 1996. 
A o-PD tem sido utilizada para preparar sensores de •NO com elevada 
selectividade. A espessura típica de um filme de o-PD electrodepositado na 
superfície de um eléctrodo de carbono é de 60 nm, com um poro de 1 nm de 
diâmetro (Ohnuki et al., 1983), o que impede o acesso à superfície activa do 
eléctrodo de moléculas com massa molecular superior a 170 g/mol (Pontie et 
al., 2000). Vários autores reportaram a eficácia deste polímero em conferir 
selectividade aos sensores contra compostos relevantes como a dopamina, o 
5-hidroxitriptamina, ascorbato, entre outros (Ferreira et al., 2005, Friedemann 
et al., 1996, Pontie et al., 1999).  
1.7. Objectivos e Organização do Trabalho 
O •NO é reconhecidamente um mensageiro intercelular com 
características que o distinguem dos mensageiros ditos clássicos. As 
propriedades físico-químicas associadas à reactividade em sistemas biológicos 
determinam que a sua bioactividade seja criticamente influenciada pela 
dinâmica de concentração, isto é, a forma como a concentração varia não só 
no tempo como no espaço. Um aumento transitório da concentração de •NO 
por estimulação da NOS é traduzida numa actividade biológica, quer do lado 
da fisiologia, quer do lado da patologia. 
Embora se encontrem na literatura vários estudos que abordam 
fenomenologicamente, a actividade de •NO em várias preparações obtidas a 
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partir do SNC, incluindo o hipocampo, pouco se sabe sobre os aspectos 
quantitativos, facto que limita a previsão da sua acção no SNC. O 
conhecimento sobre a variação temporal e espacial da sua concentração 
quando se activa a sua principal via de síntese neuronal, o receptor NMDA, 
reveste-se pois de uma relevância extraordinária para o conhecimento da 
actividade biológica deste radical com consequências na fisiologia e patologia 
do cérebro. 
Assim, os objectivos do trabalho aqui apresentado reúnem-se em 3 
capítulos e são os seguintes: 
 Desenvolver e caracterizar microeléctrodos de fibra de carbono 
revestidos com polímeros de Nafion® e o-PD para medir 
directamente, em tempo real e com elevada resolução espacio-
temporal a dinâmica de concentração de •NO em fatias de 
hipocampo de rato (Capítulo 3); 
 Caracterização da síntese endógena de •NO na fatia de 
hipocampo de rato por estimulação do receptor do glutamato do 
tipo NMDA, com particular atenção para a heterogeneidade das 
subregiões e para a determinação experimental do raio de 
difusão do gás em CA1 (Capítulo 4); 
 Estudo da influência mútua dos perfis de •NO e O2 nas fatias. 
Concretamente, procurou saber-se se o •NO produzido 
endogenamente na subregião CA1 modula aí o consumo de O2, 
confirmando, pela primeira vez num sistema biológico complexo, 
a regulação da respiração mitocondrial pelo •NO (Capítulo 5). 
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2.1. Reagentes  
Na preparação de soluções utilizaram-se sais de qualidade p.a. sem 
qualquer purificação adicional. Os reagentes utilizados no revestimento da 
superfície activa dos microeléctrodos de fibra de carbono, avaliação das suas 
propriedades analíticas bem como agonistas e antagonistas/inibidores 
utilizados nas experiências em fatias de hipocampo tiveram a seguinte 
proveniência:  
- Aldrich: Nafion®;  
- Biochemical: L-glutamato (L-glu); 
- Fluka Chimica: ascorbato, dopamina (DA) e orto-fenilenodiamina 
(o-PD); 
- Merck: NaNO2, tirosina e peróxido de hidrogénio (H2O2);  
- Sigma: ácido dietilenotriaminapentaacético (DTPA), 
dietilenotriamina/NO (DETA/NO), 5-hidroxitriptamina (5-HT), 
glutatião reduzido (GSH) e L-arg (L-arg);  
- Tocris: N-metil-D-aspartato (NMDA), NG-nitro-L-arg (L-NNA) e 
ácido     D-(-)-2-amino-5-fosfonopentanoico (D-AP5); 
- Riedel de Haën: solução padrão NaNO2 0,1 M.  
Os gases utilizados, nomeadamente •NO, árgon e Carbox (mistura dos 
gases O2 e CO2 nas proporções 95:5) foram adquiridos à AirLiquid. 
2.2. Soluções  
Prepararam-se as soluções utilizadas neste trabalho em água 
bidesionizada ultra pura (milli-Q) com resistividade superior a 18 M.cm. 
Electrólito Suporte 
O electrólito de suporte utilizado na medição electroquímica de •NO foi 
o tampão fosfato salino (PBS) pH 7,4 com a seguinte composição (em mM): 
140 NaCl, 2,7 KCl, 8,1 Na2HPO4 e 1,8 KH2PO4. Para remover vestígios de ferro 
e outros metais adicionou-se o agente quelante DTPA 0,1 mM.  
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Soluções para Revestimento dos Microeléctrodos 
O Nafion® (Fig. 2.1A) utilizou-se na forma apresentada 
comercialmente, uma solução 5% massa/volume numa mistura de álcoois 
alifáticos. 
Preparou-se uma solução 5mM de o-PD (Fig. 2.1B) para revestimento 
da superfície activa dos microeléctrodos em tampão fosfato 0,1 M a pH 7,4 e 
suplementado com ascorbato 0,1 mM e previamente saturado com árgon 
durante 10 minutos para remoção de O2. Manteve-se a solução ao abrigo da 
luz para limitar a foto-oxidação. 
 
Soluções para Calibração do Sensor de •NO ISO-NOP 
O sendor de •NO ISO-NOP foi calibrado com •NO produzido in situ a 
partir da redução de NO2- por KI em meio ácido (reacção 14), de acordo com 
as instruções do fabricante. 
  
(14) 
 
Preparou-se uma solução de NO2- 100 M a partir da solução padrão 
de NaNO2 0,1 M e soluções 0,1 M KI e 0,1 M H2SO4.  
 
 
CF2 CF2)x CFCF2 ]y
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Figura 2.1 – Estrutura química do Nafion® (A) e da o-fenilenediamina (B), 
compostos utilizados no revestimento da superfície activa dos microeléctrodos 
de fibra de carbono. 
2KNO2 + 2KI + 2H2SO4      2•NO + I2 + H2O + 2K2SO4 
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Soluções Padrão de •NO  
Prepararam-se as soluções padrão de •NO a partir de um composto 
dador de •NO, o DETA/NO (Fig. 2.2). Este composto liberta •NO de forma 
controlada, sendo o seu tempo de meia vida de 52 horas à temperatura 
ambiente e pH 7,4. É estável em meio alcalino, ocorrendo libertação de •NO 
com a diminuição do pH (Keefer et al., 1996). 
Preparou-se uma solução stock de DETA/NO 10 mM em NaOH 0,01M. 
Para iniciar a libertação de •NO, o DETA/NO foi diluído em PBS pH 7,4.  
 
 
Determinou-se o perfil de libertação de •NO a partir do dador DETA/NO 
utilizado o eléctrodo de •NO comercial ISO-NOP, também conhecido por 
sensor de •NO, previamente calibrado. Iniciou-se a reacção de libertação por 
adição de um volume determinado de DETA/NO a 20 mL de PBS previamente 
saturado com árgon contido num vaso selado com uma borracha de silicone. 
Repetiu-se o ensaio para as concentrações 10, 50 e 100 M. O ensaio 
realizou-se à temperatura ambiente (	 22 ºC). 
Alternativamente, prepararam-se soluções padrão de •NO gás por 
saturação de água ultra-pura com •NO na forma gasosa. Dado que a reacção 
de •NO com O2 produz um gás altamente tóxico e corrosivo, tomaram-se 
precauções especiais na preparação destas soluções, sendo o manuseamento 
realizado numa “hotte”. 
Nas tubagens do sistema utilizado para colheita do gás •NO a partir de 
uma botija limitou-se o uso de materiais poliméricos permeáveis a gás. Sempre 
N N
N O-H3N
+CH2CH2
H2NCH2CH2 O
Figura 2.2 – Estrutura química do DETA/NO utilizado para preparar soluções 
padrão de •NO (adaptado de Keefer et al., 1996).  
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Figura 2.3 – Esquema representativo do sistema utilizado para preparar 
soluções padrão de •NO a partir de gás. 
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que possível utilizou-se tubo em aço inoxidável, sendo as ligações no mesmo 
com os recipientes de vidro e entre estes com de tubo teflon e/ou silicone.  
Para preparar as soluções de •NO borbulhou-se o gás em água ultra 
pura previamente saturada com árgon durante 1 hora. O gás foi previamente 
“lavado”, primeiro em HCl 1 mM para reduzir vestígios de NO2- e depois em 
NaOH 10mM, para remover vestígios de contaminantes reactivos existentes na 
botija de gás comprimido. Na Fig. 2.3 mostra-se um esquema do sistema 
utilizado para preparação de soluções padrão de •NO a partir do gás. Aferiu-se 
a concentração da solução padrão utilizando o sensor ISO-NOP calibrado, 
adicionando um alíquota de 20 L de solução padrão a 20 mL de PBS pH 7,4 
previamente saturado com árgon, num vaso selado. 
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Soluções para Estudo da Selectividade  
No estudo da selectividade dos microeléctrodos de fibra de carbono 
revestidos preparam-se soluções stock dos compostos a testar, sendo depois 
diluídos para a concentração desejada no electrólito suporte PBS pH 7,4.  
Prepararam-se soluções stock de DA e 5-HT em ácido perclórico 1 % 
para minimizar a sua oxidação no período de armazenamento. Obteve-se uma 
solução de ONOO- 100 µM por adição de NO2- a uma solução ácida de H2O2 
(Beckman e Koppenol, 1996) e utilizou-se sem diluição. Para obter uma 
solução de óxidos superiores de nitrogénio (NxOy) 20 µM, também utilizada 
sem diluição, expôs-se uma solução de •NO a O2.  
Os restantes interferentes analisados, nomeadamente tirosina, 
ascorbato, L-glu, L-arg, NMDA e H2O2, diluiram-se a partir de soluções stock 
preparados em água ultra pura. 
Fluído Cerebrospinal Artificial 
O meio de perfusão utilizado na monitorização de •NO em fatias de 
hipocampo de rato foi o fluído cerebrospinal artificial (aCSF) com seguinte 
composição (em mM): 124 NaCl, 2 KCl, 25 NaHCO3, 1,25 KH2PO4, 1,5 CaCl2, 
1,4 MgCl2 e 10 D-glucose. Removeu-se o magnésio da solução nos ensaios de 
estimulação com NMDA. 
A solução de aCSF foi continuamente borbulhada com Carbox 
previamente humidificado.  
aCSF Modificado  
Durante as fases de isolamento e recuperação das fatias de 
hipocampo utilizou-se uma solução de aCSF com uma composição diferente, 
designada aqui de aCSF modificado, com o objectivo de melhorar a condição 
geral do tecido. A composição do aCSF modificado foi a seguinte (em mM): 
124 NaCl, 2 KCl, 25 NaHCO3, 1,25 KH2PO4, 0,5 CaCl2, 10 MgCl2, 0,2 
ascorbato, 1 GSH e 10 D-glucose. A elevação da concentração de magnésio 
(10 mM) e diminuição da de cálcio (0,5 mM) reduziram a excitabilidade celular 
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(limitando a actividade do receptor NMDA) enquanto que o ascorbato e o GSH 
actuaram como antioxidantes. 
Para o isolamento de fatias de hipocampo utilizou-se o aCSF 
modificado à temperatura de 4 ºC previamente saturado com Carbox durante 
20 minutos. Para a recuperação das fatias, utilizou-se o aCSF modificado à 
temperatura ambiente e continuamente borbulhado com Carbox. 
Soluções Stock de Agonistas e Antagonistas 
Prepararam-se as soluções de agonistas, antagonistas e inibidores por 
diluição de soluções stock preparados em água ultra-pura. As soluções 
preparadas foram: L-glu, L-arg e L-NAME 500 mM; NMDA e L-NNA 50 mM; D-
AP5 10 mM. 
2.3. Instrumentação Electroquímica 
Para aferição das soluções padrão e estudo do perfil de libertação do 
•NO a partir de um dador utilizou-se o eléctrodo comercial ISO-NOP, também 
conhecido como sensor de •NO (World Precision Instruments Inc., EUA), um 
eléctrodo de platina de 2 mm e referência interna revestido com uma 
membrana de teflon permeável a gases. As medições foram feitas com um 
amperímetro ISO-NO Mark II controlado pelo software Duo 18 (World Precision 
Instruments Inc., EUA). 
Para os ensaios de modificação química da superfície activa dos 
microeléctrodos de fibra de carbono (MFC) e avaliação das suas 
características analíticas utilizou-se o potenciostato PGSTAT 12 (Eco Chimie, 
Holanda controlado pelo software GPES versão 4.9). Neste caso utilizou-se 
uma célula de 3 eléctrodos: microeléctrodos de fibra de carbono como 
eléctrodo de trabalho, o eléctrodo de Ag/AgCl (3M) como referência e um fio de 
platina como eléctrodo auxiliar. A voltametria cíclica de varrimento rápido 
(FCV) efectuou-se num potenciostato EI-400 (Ensman Instruments, 
Bloomington, EUA) com monitorização da corrente num osciloscópio digital 
(Tetronix TDS 220, Portland, OR, EUA). 
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As medições de •NO nas fatias de hipocampo realizaram-se em modo 
amperométrico, ao potencial constante de +0,9 V vs Ag/AgCl, numa célula 
electrolítica de 2 eléctrodos: o microeléctrodo de fibra de carbono e um pellet 
de Ag/AgCl. A medição da corrente resultante da oxidação do •NO efectuou-se 
no sistema de detecção electroquímica inNO modelo T (Innovative 
Instrumentes, Tampa, FL, EUA), com monitorização do sinal em software 
próprio (inNO versão 3.1). Considerando a ordem de grandeza da corrente 
amperométrica registada na reacção oxidação-redução (na ordem de grandeza 
de picoampére) e a concentração salina do meio de perfusão utilizado foi 
possível desprezar a “queda de potencial” (IR) na célula electroquímica e 
utilizar uma célula de dois eléctrodos. Para os registos em amperometria de 
impulso diferencial utilizou-se o potenciostato PGSTAT. 
A medição da concentração de O2 efectuou-se com o picoamperímetro 
AMU 130 (Tacussel, França). O potencial aplicado foi de -0,8 V vs Ag/AgCl, 
sendo o sinal amperométrico monitorizado num registador de papel 
(Zipp&Zonen, Holanda). 
2.4. Microeléctrodos de Fibra de Carbono 
2.4.1. Fabricação 
Os microeléctrodos de fibra de carbono (MFC) foram fabricados 
conforme descrito por Barbosa et al., 1998 e Ferreira et al., 2005. Inseriu-se 
uma fibra de carbono individual (8 m diâmetro, Courtaulds) num capilar de 
vidro (1,16 mm 
 interno, 2,0 mm 
 externo, Harvard Apparatus, USA) 
colocado antecipadamente num recipiente contendo acetona, como 
esquematizado na Fig. 2.4. A acetona serviu não só para facilitar a inserção da 
fibra, mas também para remover resina e outras impurezas existentes na sua 
superfície. Após evaporação da acetona, colocou-se o capilar num puller 
vertical (Harvard Apparatus) e procedeu-se ao seu estiramento (Fig. 2.5). 
Cortou-se a fibra exposta a cerca de 1 cm da zona de selagem.  
Com o capilar estirado contendo a fibra colocado no suporte de um 
microscópio e com o auxílio de uma pinça de pontas finas e um retículo 
2. Materiais e Métodos 
62 
graduado colocado na ocular do microscópio, cortou-se a fibra exposta a um 
comprimento de 100-150 m para o caso de MFC utilizados para medir •NO e 
de 20-50 m para medição de O2. 
Para terminar o processo de fabrico, colocou-se uma pequena 
quantidade de cola de prata condutora (RS, Northants, Reino Unido) no fundo 
do capilar. Inseriu-se depois um fio de cobre, com a extremidade exposta, até 
contactar com a cola de prata. Por fim, selou-se a parte superior do capilar com 
cola de cianoacrilato (cola rápida comum). 
 
 
 
 
 
 
Capilar Fibra de Carbono
Acetona
Pinças
Figura 2.4 – Esquema da primeira fase de construção dos microeléctrodos de 
fibra de carbono – inserção da fibra do capilar. 
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2.4.2. Revestimento com Polímeros 
Revestiu-se a superfície dos MFC utilizados para medir •NO com 
polímeros de Nafion® e o-PD. Após o corte da fibra de carbono, mergulhou-se 
a ponta do MFC na solução de Nafion® durante 30 segundos, sendo depois 
colocado numa estufa a 180 ºC durante 10 minutos para secagem. O Nafion® 
forma um polímero aniónico à superfície do eléctrodo que barra a passagem de 
espécies aniónicas.  
Para electropolimerização de o-PD, colocou-se o MFC numa solução 
de o-PD e aplicou-se um potencial de +0.9 V vs Ag/AgCl por um período de 10 
minutos. O o-PD forma um filtro molecular, permitindo apenas a passagem de 
moléculas com massa molecular <170 g/mol (Pontie et al., 2000).  
Figura 2.5 – A) Puller vertical de microeléctrodos; B) pormenor do fio de platina 
em espiral; C) Puller com pipeta colocada, antes do momento de estiramento; 
D) Capilar estirado. 
A
B
C
D
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No âmbito deste trabalho, os microeléctrodo de fibra de carbono 
revestidos com Nafion® e o-PD, utilizados para medir •NO foram designados 
de MFC-NO enquanto que os utilizados sem revestimento para medir O2 se 
designaram de MFC-O2.  
Na Fig. 2.6 está esquematizado um MFC cujo processo de fabrico e 
revestimento se descreve atrás. 
 
 
 
 
Figura 2.6 – Representação esquemática de um MFC-NO, mostrando em 
pormenor os revestimentos com Nafion® e o-fenilenediamina bem com as 
dimensões da fibra exposta. 
Fio de cobre
Cola de prata
Fibra de carbono
Nafion
o-fenilenediamina
Fibra de carbono
 100 m
8 m
Capilar de vidro
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2.4.3. Avaliação Geral 
Microscopia de Varrimento Electrónico 
Para melhor visualizar a superfície da fibra dos MFC, bem como a zona 
de selagem utilizou-se a microscopia de varrimento electrónico para obter 
fotografias de alguns eléctrodos. 
Um requisito desta técnica é que as amostras sejam constituídas por 
um material condutor. Como o capilar de vidro não é condutor, revestiram-se 
os MFC fotografados com uma camada fina de ouro por sputtering. 
Na sequência de fotografias de microscopia apresentadas na Fig. 2.7 
pode observar-se em pormenor a extremidade dos MFC. Em B pode ver-se o 
aspecto rugoso da fibra, evidenciando as estrias longitudinais da mesma e o 
aspecto do corte. Em C é possível ver a selagem entre o capilar de vidro e a 
fibra de carbono. 
 
Figura 2.7 – Fotografias de microscopia de varrimento electrónico de MFC. 
A) Imagem da superfície activa de um MFC; B) Aspecto morfologico da 
superfície da fibra; C) Pormenor da zona de selagem entre a fibra de carbono e 
o capilar de vidro estirado.  
B 
A 
C 
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Controlo de Qualidade  
Utilizou-se a voltametria cíclica de varrimento rápido (FCV) para 
seleccionar, de entre os MFC fabricados, aqueles com melhores características 
de resposta. Em termos eléctricos, um eléctrodo tem um comportamento entre 
o resistivo e capacitivo. Um microeléctrodo com boas características eléctricas 
terá, contudo, um comportamento mais capacitivo que resistivo (Stamford et 
al., 1992). 
Na avaliação dos MFC, aplicou-se uma onda triangular entre -0.4 e 
+1.6 V vs Ag/AgCl, a uma velocidade de varrimento de 200 V/s em intervalos 
de 30 ms. Na Fig. 2.8 mostram-se 2 voltamogramas, em A de um 
microeléctrodo com boas características, isto é, apresentando transitórios bem 
definidos nos pontos de reversão de potencial, e em B de um eléctrodo com 
características deficientes e por isso rejeitado. 
 
 
Para as experiências de FCV utilizou-se o sistema de análise por 
injecção em fluxo (FIA) esquematizado na Fig. 2.9 associado a uma célula de 
fluxo especificamente desenhada para o efeito (Fig. 2.10). Os ensaios 
realizaram-se a um fluxo de 2 mL/min de PBS pH 7,4, à temperatura ambiente. 
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
E/V
 
+1,4 -0,6-0,6
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
 E/V
 
+1,4 -0,6-0,6
A) B)
Figura 2.8 – Voltamogramas cíclicos de 2 MFC em PBS pH 7.4. A) MFC com 
boas propriedades de condução de corrente; B) MFC com elevada resistência e 
fraca condução de corrente. 
A B 
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Figura 2.10 – Esquema do dispositivo acrílico utilizada para avaliações em FIA. 
A) perfil lateral; B) perfil anterior; C) perfil superior. 
B 
C 
A 
PBS
Solução
Analito
Válula Injectora
Célula de Fluxo
MFC-NO 
Eléctrodo de 
Referência
Ag/AgCl
Eléctrodo
Auxiliar Pt
PotenciostatoComputador
Bomba Peristáltica
Loop
100 L
USB
Figura 2.9 – Esquematização do sistema de análise por injecção em fluxo (FIA) 
utilizado na avaliação das propriedades analíticas dos MFC. 
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Sugeitaram-se, depois, os microeléctrodos seleccionados a um pré-
tratamento, também por FCV, que consistiu em aplicar uma onda triangular 
entre +0,4 e +2,4V vs Ag/AgCl por um período de 30 segundos, mantendo-se 
os restantes parâmetros semelhantes aos da avaliação. Este processo, 
designado de anodização, permitiu modificar os grupos funcionais da superfície 
activa da fibra de carbono, resultando num aumento a sensibilidade do 
eléctrodo 
2.4.4. Propriedades Analíticas 
Na avaliação das propriedades analíticas utilizou-se um vaso de vidro 
de 2 mL de volume com tampa apropriada para colocação dos 3 eléctrodos e o 
sistema de FIA. Os ensaios realizaram-se com um fluxo de PBS de 2 mL/min. 
A válvula de mudança rápida presente a montante da célula de fluxo permitiu a 
injecção de soluções contendo o analito de interesse em alíquotas de 100 L. 
Potencial de Oxidação de •NO e do NO2-  
Determinou-se o potencial de oxidação do •NO e do NO2- nos MFC-NO 
por voltametria de onda quadrada em PBS previamente saturado com árgon. 
Os ensaios realizaram-se no intervalo de potencial entre +0,4 e +1,0 V vs 
Ag/AgCl, com potencial de impulso de 2 mV, potencial de onda quadrada 25 
mV e a uma de frequência de 25 Hz. Obtiveram-se voltamogramas para •NO 
10 M e NO2- 100 µM. 
Sensibilidade e Limite de Detecção  
Avaliou-se a sensibilidade dos MFC-NO amperometricamente ao 
potencial de +0,9 V vs Ag/AgCl e em FIA. Após obtenção de uma corrente de 
fundo estável, injectaram-se alíquotas de 100 L de DETA/NO 10, 30, 70 e 100 
M. Para cada concentração realizaram-se 3 injecções sucessivas.  
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Calculou-se o limite de detecção (L.O.D) dos MFC-NO a partir da 
equação 15, onde m é o declive da recta de calibração e S.D. é o desvio 
padrão da regressão linear.  
 
(15) 
 
Selectividade  
Determinou-se a selectividade dos MFC-NO por comparação da 
corrente de oxidação para 1 M •NO (obtido a partir de 100 M de DETA/NO) 
com as de ascorbato 100 M, NO2- 100 M, DA 4 M, 5-HT 4 M, L-glu 1 mM, 
L-arg 1 mM, NMDA 100 M, tirosina 10 M, H2O 2200M, NxOy 20 M e 
ONOO- 100 M.  
Os ensaios realizaram-se sistema de FIA ao potencial constante de 
+0.9 V vs Ag/AgCl. Após obtenção de uma corrente de fundo estável, 
injectaram-se 3 alíquotas de 100 L de cada composto.  
Tempo de Resposta  
Determinou-se o tempo de resposta no sistema de FIA ao potencial de 
+0,9 V vs Ag/AgCl. O tempo de resposta calculado correspondeu ao tempo 
necessário para atingir 50% da resposta máxima (T50%) para uma injecção 
única de 300 nM de •NO (30 M DETA/NO). 
2.5. Preparação de Fatias de Hipocampo de Rato 
2.5.1. Animais 
Obtiveram-se fatias agudas de hipocampo de ratos estirpe Wistar 
machos com massa corporal entre 100 e 150 g, provenientes do Charles-River 
Laboratories em Barcelona. Os animais foram adquiridos semanalmente e 
passaram por uma quarentena mínima de 3 dias no biotério de manutenção da 
Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra antes de serem utilizados, 
L.O.D. = 3 (S.D./m) 
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com livre acesso a alimentação e água. Manteve-se a temperatura das 
instalações constante, com ciclos de luz/escuridão de 12 horas. 
2.5.2. Isolamento de Fatias de Hipocampo de Rato 
Sacrificaram-se os ratos por deslocamento cervical, sendo a cabeça 
destacada com uma guilhotina e colocada numa caixa de petri grande. 
Removeu-se o cérebro e colocou-se numa segunda caixa de petri, esta 
revestida com papel de filtro para imobilizar o órgão e facilitar o isolamento. 
Adicionou-se aCSF modificado gelado e saturado com carbox. O tempo entre a 
morte do animal e a colocação do cérebro em aCSF modificado gelado não 
ultrapassou 1 minuto.  
Isolou-se o hipocampo de cada hemisférico e colocaram-se no suporte 
do seccionador de tecidos (McIlwain Tissue Chopper, Campden Instruments, 
Reino Unido) revestido com uma folha de papel de acetato cortada ao tamanho 
do suporte. Obtiveram-se fatias transversais com espessura de 400 m. A 
folha de acetato contendo o tecido seccionado foi colocada numa caixa de petri 
e adicionou-se aCSF modificado gelado e saturado com carbox. Separaram-se 
as fatias foram separadas e transferiram-se para uma câmara de pré-
incubação (modelo BSC-PC, Harvard Apparatus) contendo aCSF modificado à 
temperatura ambiente e saturado com carbox. As fatias ficaram em 
recuperação durante pelo menos uma hora ao abrigo da luz antes de serem 
utilizadas. 
2.6. Monitorização da Concentração de Óxido Nítrico em Fatias 
de Hipocampo 
Para monitorização da dinâmica de concentração de •NO em fatias de 
hipocampo de rato utilizou-se o sistema experimental que se mostra nas 
Figs. 2.11 e 2.12. Para maximizar a estabilidade mecânica e permitir a fixação 
magnética de peças de equipamento como os micromanipuladores, utilizou-se 
uma placa de ferro com cerca de 50 kg. Colocaram-se os componentes do 
sistema mais sensíveis a interferências eléctricas no interior de uma gaiola de 
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Faraday. Colocaram-se vários pontos de “terra” com ligação de todos a um 
ponto comum na gaiola de Faraday ligado a um ponto de “terra” para minimizar 
o ruído eléctrico. No interior da gaiola colocaram-se ainda a câmara de 
perfusão, dois micromanipuladores fixos por magnetes à placa de aço e uma 
lupa para visualização do tecido. Fora da gaiola colocaram-se o banho de água 
termostatizado para aquecimento do meio de perfusão, a fonte de luz fria, o 
picoinjector, o controlador de temperatura e o computador para aquisição de 
dados. 
Colocaram-se as soluções de perfusão num banho de água (GFL, 
EUA) aquecida a 36 ºC, mantendo-se um fluxo permanente de carbox nas 
soluções.  
2.6.1. Sistema de Perfusão 
As soluções fluíram no sistema em regime de sifão, em tubagem de 
polietileno com diâmetro interno de 2 mm e a altura do banho determinou a 
velocidade do fluxo (	2 mL/min). Uma válvula de comutação colocada a 
montante da câmara de perfusão permitiu trocar facilmente entre as diferentes 
soluções controlo e teste. Para a velocidade de fluxo do sistema, a válvula de 
mudança rápida permitiu que a solução alcançasse a câmara de perfusão com 
um atraso de aproximadamente 80 s. 
2.6.2. Câmara de Perfusão 
Para os ensaios em fatias de hipocampo utilizou-se uma câmara de 
fluxo modelo BSC-BU com tampa BSC-ZT termostatizada por um controlador 
de temperatura modelo TC-202A (Harvard Apparatus, USA). Em cada 
experiência colocou-se uma fatia de hipocampo na rede de nylon da câmara. 
Para garantir a imobilização do tecido, raspou-se a rede com uma agulha para 
criar uma superfície rugosa e esmagou-se a fímbria da fatia contra a rede. 
Durante cada ensaio, manteve-se o fluxo constante de solução à 
temperatura de 32 ºC, sendo a mesma registada por uma sonda ligada ao 
controlador da temperatura da câmara. 
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Figura 2.11 – Fotografias do sistema experimental utilizado na monitorização de 
•NO em fatias de hipocampo. A ) Aspecto geral do sistema, com a gaiola de 
Faraday, a lupa, a câmara de perfusão e os amperímetros ao centro, 
equpamento à direita e o banho e fonte de luz à esquesda. B) Detalhe da 
câmara de persufão. C) Vista de cima da mesma com pormenor dos eléctrodos 
e da sonda de temperatura. 
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Figura 2.12 – Esquematização do sistema utilizado para monitorizar a dinâmica 
de concentração de •NO em fatias de hipocampo de rato. No picoamperímetro, 
WE representa eléctrodo de trabalho e RE eléctrodo de referência. No 
Controlador de Temperatura, S indica sensor e R resistência. 
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2.6.3. Inserção do Microeléctrodo de Fibra de Carbono no Tecido 
Utilizando um micromanipulador, inseriu-se um MFC-NO na subregião 
desejada da fatia de hipocampo, a um ângulo de 60º relativamente ao plano do 
tecido para que a extremidade (100 a 150 m) ficasse colocado na camada 
central do tecido (entre 100 e 300 m de profundidade). 
Para estudar a dinâmica de concentração de •NO nas diferentes 
subregiões do hipocampo colocou-se o MFC-NO na camada de células 
principais em cada subregião: nas subregiões CA1 e CA3 em stratum 
pyramidale (st. Pyr., camada de corpos celulares dos neurónios piramidais) e 
no DG em stratum granulosum (st. Gran., camada de corpos celulares dos 
neurónios granulares). Nos restantes estudos, nomeadamente determinação 
do raio da esfera de difusão, verificação analítica do sinal, estimulação por 
perfusão e determinação simultânea de O2 e •NO, inseriu-se o microeléctrodo 
em st. Pyr. da subregião CA1 da fatia de hipocampo. 
2.6.4. Estimulação por Perfusão 
A estimulação da síntese de •NO nas fatias de hipocampo de rato 
realizou-se aplicando o substrato natural da NOS L-arg (0,5 mM) ou agonistas 
do receptor do glutamato do tipo NMDA (L-glu 1 e 5 mM e NMDA 10, 25, 50 e 
100 M) ao meio de perfusão. Por intermédio da válvula de comutação 
colocada alternou-se o meio de perfusão de aCSF solução teste. Excluindo a 
perfusão com L-arg, os restantes estímulos foram aplicados por um período de 
2 minutos.  
2.6.5. Estimulação Localizada 
Para a estimulação localizada aplicou-se um protocolo de ejecção sob 
pressão à superfície do tecido com um pico-injector (Picospritzer II, General 
Valve, Fairfield, NJ, EUA). Utilizou-se uma pipeta de vidro com diâmetro interno 
de ponta de 8 m contendo uma solução de NMDA 5 mM em tampão fosfato 
0,1 M com 154 mM NaCl, pH 7,4. A ponta da pipeta foi colocada à superfície 
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do tecido, a 50 m de distância do local de inserção do MFC-NO. Cada 
estímulo teve a duração de 3 s, utilizando uma pressão de 10 Psi. 
 
 
 
2.7. Determinação da Esfera de Difusão do Óxido Nítrico  
A determinação da esfera de difusão do •NO produzido em resposta à 
activação do receptor NMDA realizou-se na subregião CA1 da fatia de 
hipocampo. 
Foi necessário efectuar algumas alterações tanto ao nível de colocação 
da fatia na câmara como ao nível do protocolo de estimulação para realizar 
este ensaio. Assim, colocou-se a fatia de hipocampo na câmara de perfusão 
Figura 2.13 – Registo da corrente de oxidação para a ejecção localizada de 
ascorbato (5 mM) a diferentes distâncias do local de inserção do MFC, na 
subregião CA1 (st. Pyr.) e para diferentes tempos de estimulação. As setas 
indicam o momento de estimulação. 
500 ms
100 m
0 m
200 m100 m
0 m
3 s
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com o eixo da camada de células piramidais da subregião CA1 perpendicular 
ao sentido do fluxo de meio. A estimulação do tecido realizou-se por ejecção 
localizada de NMDA 5 mM. A concentração e a pressão do estímulo foram 
mantidas, mas diminuiu-se o tempo para 500 ms. Utilizando uma solução de 
ascorbato 5 mM, determinaram-se as condições de estimulação que 
garantissem que o raio de difusão do estímulo fosse menor que 100 m. Como 
se pode ver na Fig. 2.13, para as condições de estimulação local acima 
referidas, o estímulo difundiu mais de 200 m enquanto que para um tempo de 
estimulação de 500 ms, à distância de 100 m não se detectou qualquer 
corrente amperométrica resultante da oxidação de ascorbato. Não se realizou 
este estudo com o próprio NMDA uma vez que não é electroactivo.  
Estimulou-se o tecido a diferentes distâncias do local de inserção do 
MFC-NO na camada de células piramidais da subregião CA1, nomeadamente 
a 0, 100, 200, 300 e 400 m de distância. Em cada fatia, realizaram-se 
estimulações para todas as distâncias, alterando o lado de estimulação 
relativamente ao MFC-NO, para aumentar a distância entre locais de 
estimulação sucessivos. Em fatias diferentes, estimulou-se aleatoriamente no 
sentido crescente e decrescente de distâncias.  
2.8. Medição da Pressão Parcial de Oxigénio na Fatia de 
Hipocampo de Rato 
2.8.1. Eléctrodo de Oxigénio 
Para medir a pressão parcial de oxigénio (pO2) nas fatias de 
hipocampo de rato utilizaram-se microeléctrodos de fibra de carbono não 
modificados (MFC-O2) cujo comprimento de ponta foi reduzido (20-50 m) de 
modo a aumentar a resolução espacial da medida efectuada. Esta metodologia 
baseou-se na apresentada por outros autores (Jiang et al., 1991, Mulkey et al., 
2001). 
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2.8.2. Medição Electroquímica 
Calibrou-se cada MFC-O2 na câmara de perfusão de fatias em PBS pH 
7,4 e à temperatura ambiente. Para uma pressão atmosférica de 1 atm e 
temperatura ambiente de 	22 ºC considerou-se o valor de pO2 no electrólito 
como sendo 150 torr. Alterou-se pO2 no PBS de 150 torr para 0 torr 
borbulhando árgon e depois para 750 torr borbulhando Carbox. Na Fig. 2.14 
mostra-se uma calibração típica do MFC-O2 e a respectiva curva de calibração.  
 
 
 
2.8.3. Perfil da Pressão Parcial de Oxigénio ao Longo da 
Profundidade do Tecido 
Depois de obtida uma corrente basal no meio de perfusão, colocou-se 
MFC-O2 à superfície do tecido e depois a 100, 200, 300 e 400 m de 
profundidade com auxílio de um micromanipulador. Para cada nível de 
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Figura 2.14 – A) Registo amperométrico de uma calibração de um MFC-O2; B) 
Curva de calibração e equação da recta correspondente. 
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profundidade, esperou-se que se obtivesse uma corrente estável antes de 
passar à seguinte. Esta medição realizou-se em st. Pyr. nas subregiões CA1 e 
CA3 e em st. Gran. na subregião DG. 
2.8.4. Monitorização Simultânea de Óxido Nítrico e Oxigénio em 
Fatias de Hipocampo 
Na subregião CA1 (st. Pyr.) da fatia de hipocampo de rato monitorizou-
se simultaneamente a dinâmica de concentração de •NO e pO2 em resposta à 
estimulação com NMDA em perfusão. 
Colocaram-se os dois MFC na subregião CA1 (st. Pyr.), paralelamente 
um ao outro, mas com sentidos de inserção opostos, conforme ilustrado na Fig. 
2.15. A distância entre os dois eléctrodos foi de aproximadamente 50 m. 
Estimulou-se o tecido em perfusão com NMDA a diferentes 
concentrações (10, 50 e 100 M) por períodos de 2 minutos. A troca de 
soluções realizou-se com recurso à válvula de comutação localizada a 
montante da câmara de perfusão. Nos casos em que se retirou o Ca2+ no meio 
ou o mesmo foi substituído por Ba2+, a mudança de solução efectuou-se do 
mesmo modo. 
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Figura 2.15. Esquematização do sistema utililizado para monitorizar 
simultaneamente •NO e O2 na subregião CA1 (st. Pyr.) da fatia de hipocampo 
de rato. A) vista de frente; B) vista de cima. 
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2.9. Análise de Dados 
Para calcular os parâmetros cinéticos, à fase ascendente ajustou-se 
uma função sigmoidal e à descendente uma função de decaimento 
exponencial de 1ª ordem. As operações realizaram-se utilizando as funções de 
subtracção de linha de base, integração e ajuste disponíveis no OriginLab 
versão 6.0. A análise dos registos amperométricos de •NO está ilustrada na 
Fig. 2.16. Para cada sinal de •NO calculou-se a carga total (integral da corrente 
em função do tempo) e a amplitude máxima. 
Os valores referidos no texto são apresentados como o valor médio ± 
erro padrão da média (S.E.M.). Avaliou-se o significado estatístico da diferença 
entre dois valores pelo teste de t de Student enquanto que para a análise de 
mais de dois grupos de resultados realizou-se por ANOVA seguido do teste 
comparativo múltiplo de Bonferroni. 
Figura 2.16 – Representação esquemática da análise realizada de um sinal de 
•NO obtido em resposta à estimulação com NMDA. 
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3.1. Introdução 
Como referido no Capítulo 1, a detecção electroquímica de •NO tem 
vantagens sobre as demais metodologias pois permite a sua medição directa e 
em tempo real. 
A electroquímica estuda os fenómenos químicos associados à 
separação de carga que podem resultar na transferência de carga homogénea 
ou heterogénea. Neste último caso, a transferência de carga ocorre na 
interface eléctrodo-solução, em que o eléctrodo é aceitador ou dador de 
electrões e por isso funciona como agente oxidante ou redutor da espécie 
química presente em solução (Brett e Brett, 1993a).  
A célula electroquímica é um sistema multi-fase no qual se utiliza 
energia eléctrica para promover a electrólise de uma espécie química presente 
em solução. Uma célula simples é composta por dois eléctrodos imersos numa 
solução electrolítica, que toma a designação de electrólito de suporte, e que 
contém a substância analítica de interesse, o analito. A reacção electroquímica 
de interesse ocorre à superfície de um eléctrodo de trabalho enquanto o 
segundo eléctrodo – o contra-eléctrodo ou auxiliar – fecha o circuito de 
medição (Thomas e Henze, 2001). Actualmente, utilizam-se células de três 
eléctrodos com controlo potenciostático, garantindo-se assim a exactidão do 
potencial aplicado ao eléctrodo de trabalho (Brett e Brett, 1993b, Kissinger e 
Ridgway, 1996). Nas situações em que a corrente que flúi no circuito é da 
ordem de picoampére, como resulta da utilização de microeléctrodos, a queda 
óhmica de potencial (IR) é desprezável. Nestas condições experimentais, 
utiliza-se frequentemente um microeléctrodo e um eléctrodo de referência de 
Ag/AgCl. 
São várias as técnicas electroanalíticas utilizadas no estudo de 
reacções de oxidação-redução e, embora se possam classificar de diferentes 
formas, para o caso do trabalho aqui apresentado dividem-se em técnicas de 
potencial constante, de varrimento linear ou por impulsos de potencial. Na 
amperometria o eléctrodo de trabalho é mantido a um potencial constante 
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relativamente ao eléctrodo de referência sendo registada a corrente de 
oxidação ou de redução. É uma técnica muito utilizada quando se pretende 
monitorizar a variação da concentração de um analito em função do tempo, 
muito embora não forneça informação de natureza qualitativa. Nas técnicas de 
varrimento, o potencial aplicado varia linearmente ao longo do tempo, 
permitindo a caracterização qualitativa e quantitativa das espécies 
electroactivas presentes em solução. A técnica de varrimento diz-se cíclica se 
o sentido do varrimento for bi-direccional. Nas técnicas de impulso, sobrepõe-
se periodicamente um impulso de potencial a um valor base constante ou 
variável. A principal vantagem destas técnicas é o aumento da razão entre as 
correntes faradaica e não-faradaica, o que melhora a sensibilidade e o limite de 
detecção (Thomas e Henze, 2001, Brett e Brett, 1993a). 
Neste capítulo apresentam-se os resultados referentes à 
caracterização dos microeléctrodos de fibra de carbono utilizados para 
medição de •NO, tendo sido utilizadas algumas técnicas electroanalíticas, 
nomeadamente amperometria e voltametria de onda quadrada. 
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3.2. Resultados 
3.2.1. Aferição das Soluções Padrão de Óxido Nítrico 
Perfil de Libertação de •NO a partir de DETA/NO 
Numa primeira etapa estudou-se o perfil de libertação do gás a partir 
do dador DETA/NO. Isto é, determinou-se a relação entre a concentração de 
DETA/NO adicionado e a concentração de •NO em solução, bem como o 
tempo para o qual concentração atingiu um valor estacionário.  
Utilizou-se o sistema de medição de •NO da WPI com o sensor ISO-
NOP porque possui um método de calibração robusto onde o •NO é gerado 
quimicamente a partir de NO2- em meio ácido (ver reacção 14). Na Fig. 3.1 
mostra-se o registo amperométrico de uma calibração deste sensor e a 
respectiva curva de calibração. 
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Figura 3.1 – Registo amperométrico de calibração do sensor •NO da WPI ISO-
NOP. Os volumes indicados correspondem a NO2- (100 M) adicionado a 20 mL 
de PBS. No painel interior mostra-se a curva de calibração e a respectiva equação 
de regressão linear. 
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Observou-se que o sensor comercial apresenta linearidade da resposta 
no intervalo de concentrações de •NO utilizado, ou seja, entre 0,1 e 2 M. 
Na Fig. 3.2 mostram-se os registos amperométricos da reacção de 
libertação de •NO a partir de três concentrações de DETA/NO e a respectiva 
correlação linear. Observou-se que a fase estacionária da reacção de 
libertação de •NO foi alcançada ao fim de cerca de 60 minutos. A partir da 
equação da recta determinou-se uma relação entre concentrações de 
DETA/NO e •NO de 100:1. Deste modo, na preparação de soluções de •NO a 
partir de DETA/NO, utilizaram-se as soluções 60 minutos após a diluição da 
solução stock em PBS pH 7,4. O coeficiente de correlação foi de 0,998, 
indicando uma boa linearidade no intervalo de concentrações 10-100 M. 
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Figura 3.2 – Perfil de libertação de •NO a partir 3 concentrações de DETA/NO. A 
seta indica o momento de adição à solução. No painel interior mostra-se a 
relação entre a concentração inicial de DETA/NO (inicial) e a de •NO (após 60 
minutos) e a respectiva regressão linear. Os valores representam a média ± 
S.E.M. (n=3). 
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Utilizando o sensor ISO-NOP previamente calibrado determinou-se a 
concentração da solução padrão preparada por saturação de água ultra-pura 
com •NO gás. O valor médio de concentração da solução padrão foi de 2,05  
0,08 mM (n=3).  
3.2.2. Potencial de Oxidação 
Determinou-se o potencial de oxidação para •NO e NO2- por voltametria 
de onda quadrada. Na Fig. 3.3 mostram-se os dois voltamogramas obtidos em 
PBS pH 7,4, um para 10 M de •NO preparado a partir de gás e outro para 100 
µM de NO2-. O valor de potencial de oxidação de •NO foi de +0,750  0,06 V 
(n=7) enquanto que para o NO2- foi de +0.933  0,07 V (n=3), ambas em 
relação a um eléctrodo de referência Ag/AgCl (3M). 
Com base nestes resultados, as medições amperométricas de •NO 
realizaram-se a um potencial de +0,9 V, um valor 150 mV acima do potencial 
de oxidação determinado para os MFC-NO. 
Quando se utilizam eléctrodos para medir •NO, a possibilidade de 
interferência de NO2- na monitorização é uma preocupação que deve estar 
presente, não só por ser produto de reacção do •NO em sistemas biológicos, 
mas também por o seu potencial de oxidação ser próximo do •NO. 
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Figura 3.3 – Voltamogramas de onda quadrada representativos obtidos para 
•NO 10 M (linha sólida) e NO2- 100 M (linha tracejada). 
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3.2.3. Sensibilidade e Limite de Detecção 
Na Fig. 3.4 mostra-se um registo amperométrico típico de calibração de 
um MFC-NO realizada com soluções de •NO obtidas a partir do dador 
DETA/NO, com a respectiva recta de regressão linear e equação da recta. 
Para além da boa reprodutibilidade de resposta para injecções sucessivas, 
observou-se uma excelente linearidade na recta de regressão linear. O valor 
médio de sensibilidade foi de 631  86 pA/M (n=34). 
 O valor médio do limite de detecção dos MFC-NO foi de 32  6 nM 
(n=9).  
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Figura 3.4 Registo amperométrico típico de calibração de um MFC-MFO com 
soluções padrão de •NO preparadas a partir de DETA/NO. No painel interior 
encontra-se a recta de regressão linear e a respectiva equação. 
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3.2.4. Selectividade 
O potencial de oxidação utilizado para medir •NO, +0,9 V vs Ag/AgCl, 
permite medir também várias outras espécies electroactivas com potencial de 
oxidação inferiores ao do •NO e que podem ser encontradas em preparações 
do SNC. Espera-se que o revestimento os MFC com polímeros de Nafion® e o-
PD permita um ganho na selectividade da resposta dos mesmos. 
Determinou-se a selectividade os MFC-NO relativamente a potenciais 
espécies interferentes presentes no hipocampo e agonistas utilizados 
calculando a razão entre as correntes amperométricas produzidas pelos 
interferentes com a obtida para •NO 1 M obtido a partir de DETA/NO. Os 
valores da razão de selectividade são apresentados na tabela 3.1. 
 
 
 
Interferente Razão de Selectividade  S.E.M. (n) 
NO2- 1100:1  32 (n=6) 
Ascorbato 720:1  16 (n=6) 
DA 20:1   (n=6) 
5-HT 40:1  1 (n=6) 
Tirosina 150:1  4 (n=5) 
NxOy 250:1  10 (n=4) 
ONOO- 2120  128 (n=4) 
H2O2 >10000 (n=5) 
L-Glu >10000 (n=6) 
L-Arg >10000 (n=6) 
NMDA >10000 (n=6) 
Tabela 3.1 – Razão de selectividade dos MFC-NO 
relativamente a um conjunto de interferentes. 
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3.2.5. Tempo de Resposta 
O tempo de resposta dos MFC-NO é uma propriedade analítica que 
assume grande importância do contexto das medições de •NO em preparações 
biológicas devido ao seu reduzido tempo de vida. A aplicação de diferentes 
polímeros na superfície de carbono dos microeléctrodos pode comprometer o 
tempo de resposta do mesmo, principalmente por restringirem à difusão da 
espécie detectada até à superfície activa do eléctrodo. O tempo de resposta 
dos MFC-NO, avaliado em termos de T50%, foi de 1,11  0,15 s (n=9). 
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3.3. Discussão 
A detecção electroquímica oferece vantagens relativamente a outras 
metodologias de medição de •NO, uma vez que não requer qualquer 
tratamento da amostra, sendo o gás detectado directamente e em tempo real. 
Por outro lado, as reduzidas dimensões dos MFC permite uma elevada 
resolução espacial. Neste capítulo apresentaram-se os resultados da avaliação 
das propriedades analíticas dos microeléctrodos de fibra de carbono revestidos 
com polímeros e preparados especificamente para a medição de •NO em fatias 
de hipocampo de rato. Os MFC-NO foram produzidos por revestimento da 
superfície activa dos eléctrodos com polímeros com o objectivo de melhorar 
aspectos analíticos como a selectividade da medida. Deste modo, avaliaram-se 
as principais características dos eléctrodos, tais como sensibilidade, 
selectividade, tempo de resposta e limite de detecção, para além de se ter 
determinado o valor do potencial de oxidação do •NO. 
As dificuldades metodológicas inerentes à preparação de soluções de 
•NO directamente a partir do gás tem levado recorrentemente à escolha de 
outras formas de obtenção de soluções padrão, nomeadamente por 
decomposição química de determinados compostos geradores de •NO 
vulgarmente denominados de dadores, ou então por redução química de NO2- 
por I- ou ascorbato em meio ácido. 
Este último processo foi utilizado na calibração do sensor ISO-NOP de 
WPI. Não foi, contudo, possível utilizar este método de calibração para avaliar 
os MFC-NO não só pela elevada acidez poder comprometer a integridade dos 
filmes poliméricos, mas também devido à interferência causada pelo ascorbato 
ou I-. Neste sentido, utilizaram-se soluções de •NO preparadas a partir do 
dador DETA/NO. 
Este dador é um diazeniumdiolato ou NONOato no qual um dímero de 
•NO se encontra ligado ao nucleófilo através de um átomo de nitrogénio, 
formando-se assim um grupo funcional do tipo X-[N(O)NO]-. Decompõe-se 
espontaneamente em solução aquosa, dando origem ao nucleófilo e a duas 
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moléculas de •NO. A decomposição é dependente do pH, sendo estável para 
valores superiores a 9 e instantânea para valores de pH inferiores a 5. O tempo 
de meia vida deste dador de •NO a pH 7,4 e a 37ºC é de aproximadamente 60 
horas (Feelisch e Stamler, 1996). 
Foi determinado o perfil de libertação de DETA/NO à temperatura 
ambiente e a um pH 7,4, tendo-se chegado à relação de 100:1 entre as 
concentrações de DETA/NO inicial e a de •NO ao tempo de 60 min, tempo para 
o qual se observou que a reacção de decomposição atinge um estado 
estacionário. Também se verificou ser boa a linearidade entre as 
concentrações de DETA/NO iniciais e a de •NO após 60 minutos de 
decomposição. 
Deste modo, utilizou-se este dador para efectuar calibrações dos MFC-
NO, tendo-se sempre o cuidado de utilizar as soluções onde se procedia à 
reacção de decomposição 60 minutos após a adição do DETA/NO.  
A determinação do potencial de oxidação do •NO com MFC-NO 
realizou-se por voltametria de onda quadrada a partir de uma solução padrão 
de •NO gás. O valor de potencial de oxidação observado foi de +0,75 V vs 
Ag/AgCl. Este valor está em concordância com o reportado por outros autores 
para eléctrodos de fibra de carbono revestidos com o-PD e Nafion®. Na 
literatura, os valores de potencial de oxidação para este tipo de sensores 
variam entre +0,73 e +0,775 V vs Ag/AgCl ou SCE (Beckman, 1996, Ferreira et 
al., 2005, Friedemann et al., 1996, Pontie et al., 1999, Pontie et al., 2000).  
Com base nestes resultados, fixou-se o potencial de oxidação para a 
medição da concentração de •NO em +0,9 V vs Ag/AgCl, valor igual ao 
utilizado em vários outros trabalhos onde se mediu o gás em preparações 
biológicas diversas (Friedemann et al., 1996, Pontie et al., 2000, Bedioui et al., 
1997, Kumar et al., 2001, Malinski e Czuchajowski, 1996, Mori e Bertotti, 2000, 
Pontie et al., 2000).  
O elevado potencial de oxidação utilizado para medir o •NO tem 
implicações na selectividade da medida realizada com os MFC-NO uma vez 
que existe, em especial em preparações do SNC, um variado leque de 
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compostos electroactivos que podem interferir na resposta observada, 
nomeadamente ascorbato (Eox 	 -0,2 e +0,2 V vs Ag/AgCl), aminas biogénicas 
como DA e os seus metabolitos (Eox 	 +0,15 a +0,25 V vs Ag/AgCl) e indóis 
como 5-HT e seus metabolitos (Eox 	 +0,3 a +0,4 V vs Ag/AgCl) (Stamford et 
al., 1992) ou ainda a tirosina (Eox 	 0,6 V vs Ag/AgCl) que pode interferir com a 
medição de •NO (Stingele et al., 1998). Para além destes, o NO2- é uma 
preocupação sempre presente quando se aborda a detecção electroquímica de 
•NO, não só por ser o principal produto da sua metabolização, como também 
por ser oxidado a um valor de potencial ~150 mV superior ao gás, conforme 
confirmado na voltametria de onda quadrada obtida para este analito. 
Embora o revestimento da superfície activa dos MFC com polímeros de 
Nafion® e o-PD pretendesse melhorar a selectividade dos eléctrodos por 
filtrarem espécies aniónicas e com elevado peso molecular, não se esperaria 
obter um sensor específico para •NO. Deste modo, estudou-se a selectividade 
dos MFC-•NO em relação a vários possíveis interferentes bem como aos 
agonistas utilizados para estimular as fatias de hipocampo de rato. A avaliação 
revelou uma resposta pouco significativa a este tipo de interferentes 
comparativamente à observada para o •NO. De qualquer modo, excluindo o 
caso do ascorbato, não se esperam grandes variações de concentração dos 
outros compostos referidos uma vez que são neurotransmissores minoritários 
no hipocampo e estão presentes em neurónios que projectam para dentro 
desta estrutura de outras partes do SNC estando, consequentemente, cortados 
na fatia (Umbriaco et al., 1995, Vizi e Kiss, 1998).  
Para os outros compostos testados,nomeadamente ONOO- e NxOy, 
que podem resultar de reacções do •NO em preparações biológicas com O2-• e 
O2, respectivamente, e H2O2, cuja concentração pode aumentar em 
consequência da inibição da respiração mitocondrial, também se observaram 
boas razões de selectividade  
O tempo de resposta dos MFC-NO, avaliado em termos de T50%, foi de 
aproximadamente 1 segundo. Este parâmetro analítico reveste-se de particular 
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importância quando se pretende monitorizar a dinâmica de concentração de 
•NO em preparações biológicas pois o tempo de meia vida deste radical varia 
entre os 3 e 30 segundos, dependendo da composição e do grau de 
oxigenação do meio (Furchgott e Vanhoutte, 1989, Ignarro et al., 1987). Os 
ensaios posteriores em fatias de hipocampo revelaram que a dinâmica dos 
sinais obtidos em resposta à activação da principal via de síntese de •NO se 
situa na escala temporal dos minutos, sendo um tempo de resposta de um 
segundo perfeitamente aceitável. 
Determinou-se para os MFC-NO um limite de detecção de 
aproximadamente 30 nM, tendo este valor sido calculado considerando o 
declive da recta de calibração dos sensores e o erro padrão desse mesmo 
parâmetro. O valor aqui reportado é semelhante a outros encontrados na 
literatura referentes à electro-oxidação directa de •NO. Em particular para 
microeléctrodos de fibra de carbono revestidos com o-PD e Nafion® os valores 
descritos variam entre 15 e 80 nM (Friedemann et al., 1996, Park et al., 1998, 
Kilinc et al., 2002). 
A concentração basal de •NO é da ordem de grandeza de alguns 
nanomolar e em situações fisiológicas a sua concentração eleva-se algumas 
centenas de nanomolar (Beckman, 1996). No hipocampo estão reportados na 
literatura variações da concentração de •NO entre 350 nM e 1 M para 
estimulação com nicotina (Friedemann et al., 1996) e 450 nM para L-arg (Xian 
et al., 2000).  
Desta forma, um sensor com limite de detecção de 30 nM permite 
estudar a dinâmica de concentração de •NO em condições fisiológicas. 
Em síntese, os dados apresentados neste capítulo permitem afirmar 
que os MFC revestidos com polímeros de Nafion® e o-PD possuem 
características analíticas apropriadas para serem utilizados no estudo da 
dinâmica de concentração de •NO em fatias de hipocampo. 
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3.4. Conclusões 
Neste capítulo apresentaram-se os resultados da avaliação de 
microeléctrodos de fibra de carbono desenvolvidos especificamente para medir 
•NO em fatias de hipocampo de rato – MFC-NO. Por um lado, a utilização de 
microeléctrodos em modo amperométrico permite uma elevada resolução 
temporal e espacial nas medições e, por outro lado, o revestimento da 
superfície activa de carbono dos microeléctrodos com polímeros 
seleccionados, confere selectividade adequada para a medição de ˙NO em 
meios biológicos.  
A avaliação dos microeléctrodos consistiu na determinação do 
potencial de oxidação (+0,75 V), da sensibilidade de calibração (~630 nM), 
limite de detecção (~30 nM), tempo de resposta (~1s) e selectividade em 
relação a vários compostos potencialmente interferentes na medição 
electroquímica de •NO. 
Os resultados obtidos permitem concluir que os microeléctrodos de 
fibra de carbono revestidos com Nafion® e por electropolimerização de orto-
fenilenodiamina apresentam uma performance analítica adequada à 
monitorização da produção de ˙NO in vitro em fatias de hipocampo, e deixam 
antever a possibilidade de serem utilizados in vivo no cérebro, bem como 
noutras preparações biológicas. 
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4.1. Introdução 
Neste capítulo descrevem-se e discutem-se os resultados do estudo da 
dinâmica de concentração de •NO nas diferentes subregiões do hipocampo de 
rato em resposta à activação da principal via de síntese neuronal do radical: a 
activação do receptor do glutamato do tipo NMDA.  
A acção do •NO enquanto mensageiro intercelular e neuromodulador 
no SNC tem sido demonstrada em variados estudos de natureza 
farmacológica, pouco se conhecendo da dinâmica de concentração do radical 
no SNC e em particular no hipocampo. A análise da produção de •NO por 
neurónios tem sido limitada a algumas regiões do SNC e normalmente tem 
recorrido a métodos indirectos, designadamente os bio-ensaios (Garthwaite et 
al., 1988), quantificação de cGMP (East e Garthwaite, 1990, Morris et al., 1994) 
e L-citrulina (Kiedrowski et al., 1992, Toms e Roberts, 1994) bem como a 
medição de nitrito (Luo et al., 1993, Shintani et al., 1994). Estes trabalhos 
demonstraram a produção de •NO nos respectivos sistemas, mas não 
permitiram elucidar como varia a concentração de •NO no tempo e no espaço. 
Ora, sendo o •NO uma molécula que transporta informação associada à 
dinâmica da sua concentração, este é um conhecimento fundamental 
necessário à previsão da sua actividade biológica. Como referido 
anteriormente, as técnicas electroanalíticas com utilização de microeléctrodos 
possibilitam a medição directa de •NO com elevada resolução espacial e 
temporal. 
No hipocampo, a produção de •NO dependente do receptor NMDA foi 
estimada por quantificação de cGMP (Fedele et al., 2001), NOx- (Luo e Vincent, 
1994), [14]-citrulina (Bhardwaj et al., 1997; Blackshaw et al., 2003) e utilizando 
sondas fluorescentes (Takata et al., 2005). Há alguns estudos em fatias e in 
vivo onde foram utilizados microeléctrodos revestidos para medir a 
concentração de •NO produzido por vias não associadas directamente à 
estimulação do receptor NMDA. No entanto, nos estudos em fatias de 
hipocampo, a produção foi estimulada de um modo mecanisticamente 
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complexo com acetilcolina e nicotina (Smith et al., 1998). Os estudos e in vivo 
mediram a resposta à activação à perfusão com L-arg e acetilcolina (Xian et 
al., 2000) e à isquémia/reperfusão (Jiang et al., 1999). No entanto, no primeiro 
caso as medidas não foram efectuadas em contínuo e no segundo foram 
utilizados eléctrodos com 250 m de diâmetro, sem preocupações relativos ao 
acoplamento mecanístico e resolução espacial, demonstrando apenas a 
produção dependente de NOS I. 
Apesar destes estudos terem comprovado a síntese de •NO no 
hipocampo e, no caso da utilização de sondas fluorescentes ou de medidas 
indirectas, a sua produção associada à activação do receptor NMDA, ainda 
não foi apresentado qualquer estudo que respondesse a questões quantitativas 
que estão na base da sua actividade biológica, nomeadamente a 
caracterização cinética da produção e decaimento de •NO, a avaliação da 
resposta ao longo do eixo tri-sináptico, a determinação da esfera de difusão e 
as relações quantitativas entre a potência do estímulo e a intensidade do sinal. 
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4.2. Resultados 
4.2.1.  Pressão parcial de Oxigénio na Fatia de Hipocampo 
As fatias de hipocampo foram perfundidas por soluções saturadas com 
Carbox, uma mistura de gases contendo 95% de O2. Para uma pressão 
atmosférica normal isto significa que a pressão parcial de O2 (pO2) da solução 
é de 750 torr, muito acima dos 10-40 torr reportados na literatura como 
fisiológicos para o SNC de roedores (Erecinska e Silver, 2001, Liu et al., 1995, 
Mulkey et al., 2001, Nair et al., 1987). Considerando estes dados, e antevendo 
que as determinações da dinâmica de •NO para pO2 elevado comprometeriam 
a projecção dos resultados para o in vivo, determinou-se o perfil de pO2 ao 
longo da profundidade da fatia de hipocampo, nas diferentes subregiões, CA1, 
CA3 e DG, ao nível da camada de células principais. 
Na Fig. 4.1A pode observar-se a variação de pO2 entre o meio de 
perfusão e a fatia enquanto que em Fig. 4.1B se mostra em mais pormenor a 
variação de pO2 a diferentes profundidades do tecido, na subregião CA1, st. 
Pyr. Observou-se uma variação acentuada de pO2 entre o meio e a superfície 
do tecido, apontando para um consumo elevado de O2 pelas células do tecido. 
O valor médio de pO2 à superfície do tecido foi de 103  12 torr (n=3).  
Na tabela 4.1 apresentam-se os valores de pO2 obtidos para as 
diferentes subregiões à profundidade de 200 m (profundidade a que foram 
colocados os MFC-NO na monitorização de •NO em resposta à estimulação 
com NMDA). Como é notório, na subregião CA1 o valor de pO2 está dentro dos 
valores reportados na literatura como sendo fisiológicos (10-40 torr) enquanto 
que em CA3 e DG se encontra um pouco acima, mas mesmo assim muito 
inferior ao valor de pO2 da solução exterior ao tecido. 
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Figura 4.1 – Perfil de pO2 na subregião CA1 do hipocampo. A) Variação de pO2 
entre o meio (aCSF) presente na câmara e sobrenadante à fatia e diferentes 
profundidades da fatia de hipocampo (0, 100, 200, 300 e 400 m); B) Expansão 
do registo de pO2 para a parte do registo relativo apenas às diferentes 
profundidades da fatia. 
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Subregião pO2  S.E.M. (torr) 
CA1 (n=8) 31  5 
CA3 (n=6) 72  12 
DG (n=9) 82  6 
 
 
4.2.1.1. Produção de Óxido Nítrico na Subregião CA1 da Fatia de 
Hipocampo  
Como já foi mencionado, a principal via de produção de •NO em 
neurónios é a activação do receptor NMDA. Numa primeira abordagem ao 
estudo da produção de •NO em fatias de hipocampo de rato, estimulou-se esta 
via por perfusão do agonista endógeno do receptor, L-glu, e do agonista 
sintético e específico, NMDA. Embora a estimulação afectasse todo o tecido, 
os registos traduzem a variação da concentração de •NO na subregião CA1 (st. 
Pyr.). 
4.2.1.2. Estimulação Transitória 
L-glutamato 
Nas sinapses glutamatérgicas, o receptor NMDA é normalmente co-
expresso com o receptor de AMPA, receptores que, embora respondam ao 
mesmo agonista, têm sensibilidades, cinéticas e permeabilidades distintas. O 
receptor encontra-se bloqueado por Mg2+ a potenciais de membrana de 
Tabela 4.1 – Valores médios ± S.E.M. de pO2 
calculados para a profundidade de 200 m 
relativamente à superfície superior para as 
diferentes subregiões. 
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repouso. A activação de receptores AMPA, com cinética rápida e permeáveis a 
Na+, conduzem à despolarização necessária para alívio deste bloqueio. 
Deste modo, determinou-se a dinâmica de concentração de •NO para 
estimulação com L-glu 1 e 5 mM. Na Fig. 4.2 mostra-se um registo 
amperométrico típico para a duas estimulações sucessivas com L-glu 5 mM 
por períodos de 2 minutos. Em todos as experiências observou-se um 
decaimento da resposta para estimulações sucessivas.  
 
 
 
 
L-glu
5 mM
L-glu
5 mM
1
 pA
5 min
  
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 4.2 – Registo amperométrico de •NO produzido na subregião CA1 em 
resposta à estimulação repetida do tecido por perfusão de L-glu (5mM, 2 min) 
em intervalos de 20 minutos. 
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Para as duas concentrações de L-glu utilizadas (1 e 5 mM) calculou-se 
o valor de carga total de cada sinal (Fig. 4.3). Observou-se relação directa 
entre a resposta e a concentração do estímulo. Para a estimulação com 5 mM, 
onde se aplicaram dois estímulos consecutivos, avaliou-se o decaimento da 
resposta calculando-se a razão entres as cargas do segundo e primeiro sinais 
(Q2/Q1). O valor desta razão foi de 0,6 ± 0,11 (n=8). 
 
Com base nas características do sinal, para os registos obtidos com 
estimulação a 5 mM calculou-se o tempo necessário para se atingir 80% do 
máximo da resposta (T80%) e a constante de tempo de decaimento para cada 
sinal (Tabela 4.2) adaptando a cada momento da curva um ajuste de uma 
curva sigmoide e um decaimento exponencial de primeira ordem, 
respectivamente. Para esta condição de estimulação não se observaram 
diferenças estatisticamente significativas entre os valores médios dos 
parâmetros cinéticos calculados para cada estímulo. Não foi possível fazer o 
Figura 4.3 – Carga total do sinal primeiro de •NO para diferentes concentrações 
de estimulação com L-glu (1 e 5 mM). As barras representam o valor médio ± 
S.E.M. * P<0,05. 
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mesmo para os registos obtidos para estimulação com 1 mM devido à fraca 
relação sinal/ruído para essa condição de estimulação. 
 
 
 
NMDA 
Para activar especificamente o receptor NMDA utilizou-se o agonista 
sintético NMDA. Neste sentido, removeu-se Mg2+ do meio de perfusão de 
forma a contornar o bloqueio imposto por este ião ao receptor para potenciais 
de repouso. 
Na Fig. 4.4 mostram-se três registos típicos da corrente amperométrica 
registada com o MFC-NO inserido na subregião CA1 da fatia de hipocampo 
para a estimulação com NMDA 10, 50 e 100 M, aplicado em perfusão durante 
dois minutos. Observou-se uma dependência da resposta sobre a 
concentração do estímulo. Para cada registo calculou-se a carga total e 
construiu-se a curva dose-resposta apresentada na Fig. 4.5. Por aproximação 
a uma função sigmoide, calculou-se o valor de EC50 de 23,8 ± 0,3 M.  
Para a estimulação com NMDA 100 µM, calculou-se a concentração 
máxima de •NO atingida, sendo o valor médio de 195,7 ± 42 (n=8). 
 
 
 
 1º Sinal 2º Sinal 
T80%, s (n) 162 ± 24 (9) 213 ± 32 (8) 
Constante tempo, s (n) 305 ± 22 (9) 289 ± 44 (8) 
Tabela 4.2 – Parâmetros cinéticos calculados a partir dos registos 
amperométricos de •NO para estimulação por perfusão com L-glu 5 mM. Os 
valores apresentados são a média ± S.E.M.  
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Figura 4.4 – Registos amperométricos típicos obtidos por estimulação por 
perfusão da fatia de hipocampo com NMDA a diferentes concentrações (10, 50 
e 100 µM) perfundido por um período de 2 minutos, com o MFC-•NO inserido 
em CA1 (St. Pyr.). 
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Figura 4.5 – Variação da resposta do tecido em CA1 (st. Pyr.) em termos de 
carga total do sinal em função da concentração de NMDA aplicada. Os 
valores representam a média ± S.E.M. EC50 = 23,8 ± 0,3 M 
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Para 100 µM de NMDA de, concentração para a qual se observou uma 
resposta máxima, realizaram-se duas estimulações repetidas num intervalo de 
20 min (Fig. 4.6). Tal como para a estimulação com L-glu, observou-se um 
decaimento da resposta para estímulos repetidos, sendo o segundo sinal 
significativamente menor que o primeiro (painel interior da Fig. 4.6). A razão 
Q2/Q1 foi de 0,17 ± 0,06 (n=4). 
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Figura 4.6 – Registo típico obtido em CA1 (st. Pyr.) para estimulação repetida 
da fatia de hipocampo com NMDA 100 M. No painel interior encontra-se o 
gráfico de barras que mostra o valor médio ± S.E.M. de carga total para o 
primeiro e segundo estímulos. * P<0,05. 
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Comparando as estimulações com L-glu e NMDA (Fig. 4.7A) pode 
afirmar-se que, para todas as concentrações, o NMDA revelou ser mais 
potente que o agonista endógeno L-glu no que respeita a activação da via de 
síntese de •NO na subregião CA1 da fatia de hipocampo. Por outro lado, e 
como se pode observar na Fig. 4.7B, o decaimento da resposta para estímulos 
sucessivos foi maior (P<0,05) quando a primeira resposta da fatia em termos 
de produção de •NO foi também ela maior. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.7 – A) Comparação dos valores de carga total determinados para a 
estimulação com L-glu (5 mM) e NMDA (10, 25, 50 e 100 M). B) Diferença 
entre a razão Q2/Q1 para estimulações com NMDA (100 M) e L-glu (5 mM). * 
P<0,05, *** P<0,001. 
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No que se refere à cinética de produção e decaimento do sinal de •NO 
calcularam-se os valores de T80% e a constante de tempo de decaimento para 
cada registo (tabela 4.3). Não houve diferenças estatisticamente significativas 
entre os valores de cada parâmetro quer para as diferentes concentrações de 
NMDA. Por outro lado, os valores de T80% de constante de tempo foram 
semelhantes para as estimulações com NMDA e L-glu indicando que 
independentemente do estímulo e da intensidade da resposta, a cinética de 
produção e remoção de •NO é semelhante. 
 
 
 
[NMDA], µM T80%, s (n) Constante de Tempo, s (n) 
10 128 ± 7 (3) 276 ± 12 (3) 
25 171 ± 11 (3) 270 ± 21 (3) 
50 193 ± 9 (4) 278 ± 54 (4) 
100 (1º sinal) 182 ± 16 (9) 384 ± 49 (9) 
100 (2º sinal) 127 ± 30 (4) 270 ± 70 (4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 4.3 – Valores de T80% e constante de tempo de decaimento calculados 
para os registos amperométrcicos obtidos para estimulação da fatia de 
hipocampo com NMDA a diferentes concentrações.  
4. Dinâmica de Concentração do Óxido Nítrico em Fatias de Hipocampo de Rato 
112 
4.2.1.3. Estimulação Contínua 
Os resultados acima apresentados demonstraram que, para uma 
estimulação transitória com NMDA a produção de •NO na subregião CA1 da 
fatia de hipocampo é também transitória. De seguida, realizaram-se ensaios 
por estimulação contínua do receptor NMDA. Na Fig. 4.8 mostram-se registos 
amperométricos obtidos em CA1 para a estimulação contínua da fatia de 
hipocampo com NMDA 10 µM. Observou-se que, embora o sinal apresente 
uma cinética de decaimento mais lenta, o sinal de •NO continuou a ser 
transitório, sugerindo a existência de um mecanismo eficiente de inactivação 
da via e/ou remoção do radical. A constante de tempo de decaimento calculada 
para a situação de estimulação contínua com NMDA 10 M foi de 762 ± 175 s 
(n=3), um valor superior ao observado para estimulação transitória (P<0,05 
para qualquer valor de concentração de NMDA utilizada).  
No sentido de averiguar se o receptor NMDA estava activo ou inactivo 
durante a fase de decaimento do sinal, aplicou-se o inibidor competitivo do 
receptor (D-AP5) em diferentes momentos da fase de decaimento do sinal de 
•NO. Como se mostra nos registos em linhas tracejada e ponteada da Fig. 4.8, 
a aplicação do inibidor provocou um aumento da velocidade de decaimento da 
resposta, indicando que o receptor ainda estava activo, bem como toda a 
maquinaria de síntese de •NO.  
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Fig. 4.8 – Registos típicos obtidos para a estimulação contínua da fatia de 
hipocampo com NMDA (10 M), com o MFC-NO colocado em CA1. A linha 
contínua representa a aplicação de NMDA continuamente e para os casos das 
linhas tracejada e picotada foi adicionado D-AP5 (25 M) na fase de decaimento 
do sinal e no início da fase de decaimento, respectivamente. 
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4.2.2. Estimulação Localizada 
Com o intuito de estudar a dinâmica de concentração de •NO nas 
diferentes subregiões do hipocampo e determinar o raio da sua esfera de 
difusão em CA1 recorreu-se a um protocolo de estimulação localizada em 
substituição do protocolo de perfusão da fatia. Este modo de estimulação 
ofereceu uma resolução espacial da estimulação vantajosa quando se 
considera a natureza difusível do •NO. Como o estímulo foi ejectado sobre 
pressão à superfície da fatia de hipocampo por um curto período de tempo (3s, 
10 Psi), aumentou-se a concentração do NMDA para 5 mM. 
4.2.2.1. Dinâmica de Concentração de Óxido Nítrico nas 
Subregiões do Hipocampo de Rato 
Na Fig. 4.9 apresentam-se registos típicos obtidos para as subregiões 
CA1, CA3 e DG da fatia de hipocampo de rato utilizando um protocolo de 
estimulação localizada. É notório que as subregiões tiveram respostas com 
magnitude distinta para a mesma condição de estimulação, sendo a produção 
de •NO maior em CA1 relativamente a CA3 e DG. Para cada subregião 
aplicaram-se dois estímulos sucessivos de NMDA com intervalo de vinte 
minutos de modo a avaliar a extensão de decaimento da segunda resposta 
relativamente à primeira.  
Para cada registo calculou-se a carga total do sinal e concentração 
máxima de •NO, bem como a razão Q2/Q1 (Fig. 4.10). A subregião CA1 foi 
aquela onde a produção de •NO em resposta à estimulação localizada com 
NMDA foi mais acentuada e a concentração máxima de gás atingida foi uma 
ordem de grandeza superior à observada em qualquer uma das outras 
subregiões. No que respeita a razão Q2/Q1, que exprime o decaimento do 
segundo sinal relativamente ao primeiro, não se observaram diferenças entre 
as subregiões 
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Figura 4.9 –. Registos amperométricos obtidos nas diferentes subregiões do 
hipocampo em resposta à estimulação de receptores NMDA Para as subregiões 
CA1 e CA3 o MFC-NO foi colocado em st. Pyr, enquanto que em DG foi 
colocado em st. Gran.  
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Figura 4.10 – Valores médios ± S.E.M. de carga total dos sinais (A), 
concentração máxima de •NO atingida (B) e razão de carga 2º/1º sinais (C) para 
as subregiões CA1, CA3 e DG. * P<0,05, ** P<0,001 relativamente a CA1. 
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Para cada subregião calcularam-se os valores de T80% e da constante 
de tempo de decaimento dos sinais de cada registo. Como se pode observar 
na Tabela 4.4 a cinética de produção de •NO na subregião DG foi mais lenta 
que em CA1 e CA3, enquanto que não se observaram quaisquer diferenças no 
valor de T80%. 
 
 
 
 
 
4.2.2.2. Esfera de Difusão de Óxido Nítrico Produzido 
Endogenamente em CA1 
Para determinar a esfera de difusão do •NO produzido endogenamente 
em resposta à activação do receptor NMDA utilizou-se um protocolo de 
estimulação local específico, com o objectivo de diminuir o raio de difusão do 
agonista. Aplicou-se o estímulo por um período de 500 ms, à mesma pressão 
de 10 Psi e à mesma concentração de NMDA (5mM). Determinou-se, 
anteriormente, que para este tempo de estimulação o agonista tem uma esfera 
de difusão menor que 100 m (ver Fig. 2.13).  
A Fig. 4.11 ilustra as experiências realizadas para a determinação da 
esfera de difusão de •NO em resposta à activação do receptor NMDA na 
subregião CA1 (st. Pyr.).  
Subregião T80%, s (n) Constante de Tempo, s (n) 
CA1 39  6 (24) 247 17 (28) 
CA3 43  10 (10) 175  26 (8) 
DG 166  30 (4) *** 212  30 (4) 
Tabela 4.4 – Valores T80% e constante de tempo do decaimento para cada 
subregião. Os valores representam a média ± S.E.M. *** P<0,001. 
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Figura 4.11 – Registos amperométricos do •NO produzido endogenamente na 
subregião CA1 (st. Pyr.) da fatia de hipocampo por activação de receptores 
NMDA. A medição foi realizada a diferentes distâncias do local de estimulação 
localizada: 0 m (a), 100 m (b), 200 m (c), 300 m (d) e 400 m (e). 
Colocou-se o MFC-NO a distâncias crescentes do local de 
estimulação: 0, 100, 200, 300 e 400 m. Como se observa na Fig. 4.11 à 
medida que aumentou a distância entre o local de estimulação e o local de 
determinação de •NO, a amplitude da resposta diminuiu, tornando-se diminuta 
para distâncias superiores a 400 m.  
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4.2.3. Verificação do Sinal Bioanalítico 
Conforme referido no Capítulo 3, uma limitação associada à utilização 
de microeléctrodos de fibra carbono para medir •NO é a selectividade. Apesar 
da avaliação das propriedades analíticas dos MFC-NO indicar que estes 
podem ser utilizados para tal fim, o elevado potencial de oxidação do •NO e a 
natureza química da preparação biológica utilizada requereu uma verificação 
da natureza química do sinal medido, isto é, foi necessário verificar se o sinal 
medido reflectiu apenas alterações na concentração do analito de interesse 
(Phillips e Wightman, 2003).  
4.2.3.1. Electroquímica 
A corrente eléctrica medida pode ter origem na electrólise, na carga da 
dupla camada e em artefactos, sendo por isso fundamental demonstrar a 
natureza do sinal detectado. De entre as técnicas electroanalíticas a 
amperometria é aquela com menor capacidade de identificação química do 
analito. Utilizaram-se duas estratégias de verificação electroquímica: variação 
do potencial aplicado para um valor insuficiente para promover a oxidação de 
•NO e realização de experiências em amperometria de impulso diferencial onde 
foi possível minimizar a possível contribuição da oxidação de espécies 
electroactivas com potencial de oxidação abaixo de + 0,7 V. 
Potencial de Oxidação 
O potencial de oxidação do •NO em MFC-NO de aproximadamente. 
+0,75 V é superior aos valores de espécies potencialmente interferentes, 
nomeadamente ascorbato, DA, 5-HT, entre outros. De forma a confirmar que 
estas espécies com potencial de oxidação inferior ao do •NO não foram 
responsáveis pela corrente de oxidação observada realizaram-se experiências 
a um potencial de +0,5 V, onde não há oxidação de •NO, na subregião CA1.  
Para cada registo obtido para um potencial de oxidação de +0,5 V vs 
Ag/AgCl calculou-se a carga total do sinal obtido. Na fig. 4.12 comparam-se os 
valores de carga total obtidos para potenciais de oxidação de +0,9 e +0,5 V vs 
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Ag/AgCl, respectivamente. De notar que de 7 determinações realizadas ao 
potencial de oxidação de +0,5 V, em 4 não se observou variação de corrente. 
Estes resultados suportam que no sinal registado a +0,9 V não há contribuição 
de interferentes oxidados a potenciais inferiores a +0,5 V. 
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Figura 4.12 – Comparação entre os valores de carga total calculados para 
registos efectuados a um potencial de oxidação de +0,9 V (n=41) e +0,5 V (n=7) 
em CA1 (st. Pyr.). *** P<0,001. 
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Amperometria de Impulso Diferencial 
Um controlo instrumental alternativo utilizado com vista à identificação 
do •NO como responsável pela resposta registada em consequência da 
activação do receptor NMDA foi a amperometria de impulso diferencial. Esta 
técnica electroanalítica, por ser uma técnica de impulso onde o sinal registado 
resulta de uma diferença entre dois valores de corrente medidos, permite 
aumentar a selectividade do registo. Na Fig. 4.13 mostram-se dois registos 
típicos obtidos por amperometria de impulso diferencial na subregião CA1 (st. 
Pyr.) da fatia de hipocampo. Inicialmente, estimulou-se o tecido com NMDA de 
modo a comparar o perfil da resposta com as observadas em amperometria. 
Utilizando este técnica, os valores de T80% e constante de tempo do 
decaimento calculados para os sinais obtidos em CA1 em resposta à 
estimulação local com NMDA foram 48 ± 5 s (n=6) e 249 ± 43 s (n=5) 
respectivamente, não havendo diferença estatisticamente significativa 
comparativamente aos obtidos por amperometria. 
Para confirmar a selectividade desta técnica, adicionou-se ao meio de 
perfusão DA, 5-HT e ascorbato 10 M (Fig. 4.13A) e não se observou qualquer 
alteração do sinal registado. Na Fig. 4.13B mostra-se a relação entre a 
amplitude de resposta a uma estimulação com NMDA e a adição ao meio de 
perfusão de NO2- 20 M e •NO 200 nM. A concentração máxima de •NO 
atingida em resposta à estimulação com NMDA foi de aproximadamente 750 
nM, semelhante ao obtidoo nos registos amperométricos ([•NO] 	 620 nM) 
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Figura 4.13 – Registos de amperometria de impulso diferencial obtidos em CA1 
(st. Pyr.). A) Após estimulação do tecido com NMDA, adicionou-se ao meio de 
perfusão DA, 5-HT e ascorbato à concentração de 10 M. B) Após aplicação de 
NMDA, adicionou-se ao meio de perfusão NO2- 20 M e •NO 200 nM.  
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4.2.3.2. Fisiológica 
Outra forma de verificação da natureza química do sinal amperométrico 
registado é a verificação fisiológica, que consiste em induzir uma variação na 
concentração do analito em resposta a um estímulo fisiológico conhecido 
(Phillips e Wightman, 2003). O substrato endógeno da NOS é a L-arg. Assim, 
desenharam-se experiências de verificação fisiológica onde o meio de perfusão 
foi suplementado com L-arg de modo a comprovar a potenciação da resposta. 
Como se pode observar na Fig. 4.14, a aplicação L-arg 0,5 mM induziu um 
aumento da concentração de •NO na subregião CA1 da fatia de hipocampo 
(n=4).. 
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Figura 4.14 – Registo amperométrico típico obtido em CA1 (st. Pyr) da fatia de 
hipocampo de rato estimulada com L-arg (0,5 mM) em perfusão.  
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Sendo a L-arg o substrato da enzima NOS, a sua adição ao meio de 
perfusão deve resultar na potenciação do sinal amperométrico de oxidação de 
•NO, servindo tal para validar a natureza do sinal. Na fig. 4.15 mostra-se um 
registo típico onde se adicionou L-arg 100 M ao meio de perfusão após uma 
primeira resposta à estimulação local do tecido com NMDA. Na presença de L-
arg estimulou-se o tecido duas vezes sucessivas com intervalo de 20 minutos.  
A adição de L-arg resultou numa potenciação do segundo sinal 
relativamente ao primeiro (na ausência de substato) de 211 ± 19 % (n=3) 
(analisado em termos de carga total do sinal). Para dois estímulos sucessivos 
na presença do substrato observou-se um decaimento da carga total do sinal. 
A razão Q2/Q1 na presença de L-arg foi 0,29 ± 0,04 (n=3), valor semelhante ao 
calculado para a subregião CA1 na ausência de L-arg (0,44 ± 0,06, n=28), 
indicando que a depleção do substrato não explica o decaimento na produção 
de •NO observada para estimulações sucessivas do tecido com NMDA.  
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Figura 4.15 – Registo amperométrico obtido em CA1 ilustrativo do efeito da 
suplementação do meio de perfusão com o substrato da NOS, L-arg (0,1 mM). 
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4.2.3.3. Farmacológica 
Por fim, o sinal deve variar de modo previsível a uma acção 
farmacológica conhecida, como a perda ou diminuição de resposta por 
aplicação de inibidores (Phillips e Wightman, 2003). Realizaram-se duas 
verificações farmacológicas: inibição da NOS e do receptor NMDA. Em ambos 
os casos realizaram-se estimulações localizadas sucessivas na subregião 
CA1, sendo o inibidor aplicado antes do segundo sinal. Analisou-se a razão 
Q2/Q1, sendo o mesmo comparado com o valor calculado a partir das 
experiências realizadas na ausência de inibidor em CA1. A obtenção de uma 
primeira resposta na ausência de inibidor permitiu obter um controlo interno 
positivo da experiência. 
Inibição da Enzima NOS 
A inibição da NOS permitiu comprovar a dependência da síntese de 
•NO sobre a actividade da enzima, pondo de parte a hipótese de ocorrer 
síntese por via não enzimática e confirmando a dependência do sinal 
relativamente à actividade da NOS. Utilizou-se o inibidor competitivo L-NNA, 
que apresenta maior afinidade pela isoforma NOS I. A Fig. 4.16 mostra um 
registo típico obtida na subregião CA1 em resposta à estimulação localizada 
com NMDA documentando o efeito de L-NNA adicionado ao meio de perfusão 
após se observar uma primeira resposta. A adição de L-NNA resultou numa 
inibição da resposta à segunda estimulação. Na presença do inibidor a razão 
Q2/Q1 foi 0,09 ± 0,04 (n=3), significativamente menor que o valor calculado 
para CA1 na ausência de inibição (P<0,05). 
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Inibição do Receptor NMDA  
Para confirmar a especificidade do estímulo NMDA, realizaram-se 
ensaios com um inibidor competitivo do receptor NMDA, D-AP5. Utilizou-se um 
protocolo sanduíche: após resposta positiva a uma primeira estimulação com 
NMDA, aplicou-se D-AP5 e uma nova estimulação e, após lavagem do inibidor, 
uma última estimulação. Na Fig. 4.17 mostra-se um registo típico de inibição do 
receptor NMDA, realizado na subregião CA1. Observou-se uma marcada 
inibição do sinal na presença do inibidor D-AP5: a razão Q2/Q1 foi de 0,04 ± 
0,02 (n=3), significativamente menor que na ausência de inibidor (P<0,001). 
Por outro lado e de acordo com o descrito para este inibidor, após lavagem do 
mesmo observou-se uma recuperação da resposta. 
 
 
NMDA
200 M L-NNA
NMDA
20
 
pA
10 min
 
 
 
 
 
  
 
Figura 4.16 – Registo ilustrativo do efeito do inibidor competitivo da NOS L-NNA 
(200 M) numa fatia estimulada com NMDA. 
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Em resumo, o conjunto de resultados apresentados permite afirmar 
que a estimulação da fatia de hipocampo com NMDA resultou na síntese de 
•NO. Os ensaios de verificação electroquímica demonstraram que a dopamina, 
o ascorbato ou o 5-HT não contribuiram para a corrente amperométrica 
registada a um potencial de oxidação de + 0,9 V vs Ag/AgCl utilizando os MFC-
NO. Os ensaios de verificação fisiológica e farmacológica reforçaram esta 
constatação dado que se observou potenciação do sinal registado por 
aplicação do substrato natural da enzima responsável pela síntese do radical e 
inibição da resposta na presença de inibidores da NOS e do receptor NMDA. 
Assim pode afirmar-se que a estimulação da fatia de hipocampo de rato com 
NMDA resulta na síntese neuronal de •NO por activação da via específica 
receptor NMDA-NOS I . 
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Figura 4.17 – Registo típico da corrente de oxidação na região CA1 (st. Pyr.) 
numa fatia tratada com D-AP5, um inibidor competitivo do receptores NMDA. 
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4.3. Discussão 
Neste capítulo apresentou-se uma análise quantitativa da dinâmica de 
concentração de •NO resultante da activação do receptor NMDA em fatias de 
hipocampo, ou seja, num modelo biológico que preserva não só a 
citoarquitectura como o circuito neuronal tri-sináptico intactos, e para uma 
pressão parcial de O2 fisiológica.  
Os resultados mais relevantes deste capítulo resumem-se da seguinte 
forma: i) no centro do tecido, a 200 m de profundidade onde se realizaram as 
medidas da dinâmica de concentração de •NO, pO2 está dentro de um intervalo 
considerado fisiológico para o SNC de roedores; ii) para as mesmas condições 
de estimulação localizada, a produção de •NO é heterogénea nas subregiões 
do hipocampo (CA1, CA3 e DG); iii) o raio de difusão do •NO produzido 
endogenamente em resposta a um estímulo localizado de NMDA (sendo o raio 
de difusão do estímulo inferior a 100 m) é de pelo menos 400 m; iv) 
independentemente do modo como é feita a estimulação com NMDA – 
transitória (localizada ou em perfusão) ou contínua (em perfusão) – a produção 
de •NO é sempre transitória e não é atingida a concentração micromolar 
supostamente associada a fenómenos patológicos; v) o decaimento do sinal 
não parece ser causado, pelo menos na totalidade, por inibição retroactiva do 
receptor NMDA ou da NOS, contrariando assim uma noção frequentemente 
referida na literatura.  
4.3.1. Perfil de Oxigénio ao Longo da Profundidade da Fatia de 
Hipocampo 
Uma questão pertinente abordada neste capítulo prendeu-se com a 
determinação de pO2 no interior da fatia de hipocampo, mais propriamente, à 
profundidade a que se efectuaram as medidas da dinâmica de concentração 
de •NO utilizando MFC-NO (200-300 µm). O facto de as fatias serem 
perfundidas com soluções com pO2 a 750 torr, um valor pelo menos uma 
ordem de grandeza superior ao encontrado fisiologicamente, poderia levar a 
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que no tecido a concentração de O2 fosse também muito elevada. 
Considerando a reactividade do •NO com O2, uma pressão parcial 
anormalmente elevada do último poderia modular a dinâmica de concentração 
do •NO e comprometer a previsão dos resultados para o in vivo. 
A determinação do perfil de pO2 ao longo da profundidade da fatia, nas 
diferentes subregiões revelou dois factos importantes: em primeiro lugar, o 
valor de pO2 no centro do tecido está dentro (no caso da subregião CA1) ou 
próximo (para CA3 e DG) dos valores reportados como sendo fisiológicos para 
o SNC de roedores (Erecinska e Silver, 2001, Liu et al., 1995, Mulkey et al., 
2001, Nair et al., 1987); em segundo, as subregiões do hipocampo parecem ter 
taxas de consumo de O2 ligeiramente distintas, o que se reflectiu num valor de 
pO2 superior em CA3 e DG relativamente a CA1. 
Embora corresponda a 1/50 da massa corporal total, o SNC consome 
1/5 do total de O2 inspirado em humanos e apesar de não haver diferenças 
significativas entre as taxas de consumo de O2 quando se comparam células 
diferentes, na mesma célula podem observar-se grandes variações 
dependendo do seu estado de actividade. Este exigente requisito de O2 deve-
se à elevada necessidade energética dos processos básicos ou metabolismo 
vegetativos (e.g., síntese proteica) e específicos do tecido nervoso 
(manutenção do potencial de membrana, exocitose, etc.). Dos processos 
específicos relacionados com a função do neurónio, destaca-se o 
funcionamento da Na+/K+-ATPase, responsável pela manutenção do potencial 
de membrana, que consome aproximadamente 50 % da energia do SNC 
(Whittam, 1962, Astrup et al., 1981, Ames et al., 1992). Da energia que não é 
utilizada no metabolismo vegetativo e funcionamento da Na+/K+-ATPase, 40 % 
é gasta em processos de transporte activo (Erecinska e Silver, 1989), na 
síntese, armazenamento, libertação e remoção de neurotransmissores e ainda 
na manutenção de vias de sinalização secundárias, nomeadamente proteína 
cinases. 
É esta exigência energética do tecido nervoso que permite explicar que 
a fatia de hipocampo de rato, embora perfundida em meio com pO2 de 750 torr, 
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apresente um valor próximo do fisiológico na camada central de células. É 
necessário ter presente que a distância média entre dois capilares é de 
aproximadamente 50 µm e que numa fatia com 400 µm de espessura não 
existe circulação sanguínea. 
O perfil heterogénio encontrado ao longo do eixo trisináptico do 
hipocampo aponta para uma velocidade de consumo diferencial nas 
subregiões e, embora existam cerca de cem enzimas consumidoras de O2 
identificadas no tecido de mamíferos (Vanderkooi et al., 1991), a hipótese que 
salta à vista é a possibilidade de haver uma taxa de consumo de O2 ao nível da 
cadeira respiratória diferente, reflectindo velocidades metabólicas distintas em 
cada subregião.  
4.3.2. Estimulação por Perfusão: Glutamato vs N-Metil-D-
Aspartato 
Os receptores NMDA desempenham um papel importante na 
regulação de transmissão sináptica rápida e fenómenos de plasticidade 
sináptica (Dingledine et al., 1999). A activação destes receptores provoca uma 
elevação significativa da concentração intracelular de Ca2+, que, uma vez 
ligado à CaM, activa a síntese de •NO pela NOS I (Garthwaite et al., 1989). 
Enzima e receptor encontram-se física e funcionalmente acoplados na 
densidade pós-sináptica por intermédio de interacções proteína-proteína que 
ambos estabelecem com a PSD-95 (Christopherson et al., 1999). Deste modo, 
e embora se tenha observado síntese neuronal de •NO associada a outros 
receptores, a activação do receptor NMDA constitui a principal via de produção 
de •NO no SNC. 
Assim, o principal objectivo deste capítulo foi medir a dinâmica de 
concentração de •NO na fatia de hipocampo de rato em resposta à activação 
do receptor NMDA. Numa primeira aproximação, as fatias foram estimuladas 
com o agonista endógeno do receptor, o L-glu. Contudo, este revelou ser um 
estímulo pouco potente quando comparado com o agonista artificial e 
específico, o NMDA. Muito embora a concentração de L-glu que se estime ser 
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atingida na fenda sináptica seja de 1 mM (Clements, 1996, Clements et al., 
1992, Nicholls e Attwell, 1990), para essa mesma concentração de estímulo a 
relação sinal/ruído dos registos foi má, com um melhoramento significativo 
observado para uma concentração de 5 mM.  
O tempo de vida do L-glu no espaço extracelular é limitado pela 
actividade de transportadores activos que o removem rapidamente do espaço 
extracelular, evitando assim a estimulação excessiva de receptores do 
glutamato e a degeneração excitotóxica. Como estas proteínas abundam junto 
das sinapses, competem efectivamente pela ligação ao neurotransmissor, 
modulando assim a concentração a que os receptores são expostos (Revisto 
em Huang e Bergles, 2004). A remoção de L-glu do espaço extracelular é 
realizada principalmente por astrócitos, que expressam os transportadores 
EAAT1 e EAAT2, mas também por neurónios, que expressam transportadores 
do tipo EAAT3, EAAT4 e EAAT5 (revisto em Beart e O'Shea, 2007). A 
actividade destes transportadores aliado ao facto de não reconhecerem NMDA 
(Garthwaite, 1985) explica a maior potência deste último na estimulação da 
produção de •NO da fatia de hipocampo.  
Por outro lado, a utilização de NMDA permitiu isolar, tornando 
selectiva, a via de produção de •NO, uma vez que gás pode também ser 
produzido em resposta à activação de receptores do glutamato não-NMDA e 
metabotrópicos (Bhardwaj et al., 1997, Okada, 1992, Radenovic e Selakovic, 
2005). 
Tal como para o L-glu, observou-se que uma estimulação transitória 
(perfusão durante 2 minutos) da fatia de hipocampo com NMDA a diferentes 
concentrações produziu um aumento transitório da concentração de •NO no 
espaço extracelular da subregião CA1 (st. Pyr.). A análise dos vários registos 
obtidos permitiram construir uma curva dose-resposta a partir da qual se 
calculou o valor de EC50 de 23,8 µM. Este valor está em concordância com 
outros reportados na literatura onde se estudou esta mesma via quantificando 
cGMP em fatias de cerebelo e de hipocampo (East e Garthwaite, 1990, 
Garthwaite, 1985).  
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Enquanto que para uma estimulação transitória seria de esperar uma 
resposta também transitória, observou-se que a produção de •NO foi 
igualmente transitória para uma estimulação contínua com NMDA. 
A dinâmica de concentração de •NO resulta sempre do balanço entre 
as velocidades de síntese e de remoção. A síntese de •NO está dependente da 
concentração de Ca2+ no interior da célula (por sua vez dependente não só da 
abertura do receptor NMDA como também de mecanismos de remoção) bem 
como da actividade da NOS. A diminuição da concentração de •NO para 
valores basais será o resultado combinado da lavagem do estímulo (L-glu ou 
NMDA) e do •NO, diminuição da concentração de Ca2+ intracelular e a 
inactivação da NOS por reversão da ligação do complexo Ca2+-CaM, reacção 
do radical com vários alvos, para além de possíveis mecanismos de inibição. 
A aceleração do decaimento do sinal na presença do inibidor 
competitivo do receptor de certa forma não corrobora anteriores observações 
que apontaram para mecanismos de retroacção negativa tanto do receptor 
NMDA (Lei et al., 1992, Manzoni e Bockaert, 1993, Choi et al., 2000) como da 
própria NOS (Griscavage et al., 1995). É possível que a concentração de •NO 
não seja suficiente para se observarem estes mecanismos de inibição ou que 
apenas uma fracção da população de receptors e/ou enzimas seja inibida 
nestas condições particulares. 
A síntese de •NO é um processo altamente regulado, mas a sua 
remoção é, talvez erradamente, considerado um fenómeno não finamente 
regulado, dependente principalmente da disponibilidade local de alvos 
moleculares com os quais o radical reaja. Contudo, os resultados aqui 
apresentados parecem apontar para a existência de um mecanismo específico 
que impede que a concentração de •NO atinja valores em estado estacionário 
elevados durante longos períodos de tempo.  
Os resultados anteriores adquirem grande relevância se considerarmos 
uma pergunta recorrente entre a comunidade científica sobre a bioactividade 
do •NO. Existirá um dreno molecular para o •NO (•NO sink)? É relativamente 
consensual que a reacção do radical com a oxi-hemogloblina participa na 
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remoção do •NO (Lancaster, 1994). Por outro lado, também é necessário 
considerar a auto-oxidação do ••NO. Embora esta reacção ocorra a uma 
velocidade lenta para as concentrações baixas de ambos os reagentes em 
solução aquosa, o facto de tanto o •NO como o O2 serem hidrofóbicos e se 
acumulam em membranas biológicas contribui para acelerar esta reacção no 
microambiente lipídico (Liu et al., 1998). Outros candidatos à reacção e 
remoção do •NO incluem, e conforme descrito na introdução, o O2-• e outros 
radicais. 
Num trabalho recente, determinou-se a velocidade de inactivação de 
•NO em fatias de cerebelo de rato. Aplicando •NO exogenamente por adição de 
um dador de ••NO, ou autores determinaram que o tecido consome o radical 
num mecanismo independente de hemoglobina,radicais peroxilo lipídicos, O2-• 
ou prostaglandina H sintase, lipoxigenases ou flavohemeproteinas. Recorrendo 
a modelos matemáticos estimaram a velocidade máxima de inactivação de •NO 
no tecido em 2 µM/s, com um Km de 1-10 nM. Note-se, porém, que os autores 
não mediram directamente o radical no tecido, mas antes os níveis de cGMP.  
(Hall e Garthwaite, 2006). 
4.3.3. Estimulação Localizada 
A estimulação localizada restringe o raio de acção do estímulo, 
limitando assim a difusão de •NO de outros pontos da fatia até ao local de 
inserção do MFC-NO. O protocolo de estimulação localizada permitiu abordar 
duas questões importantes no que respeita à dinâmica de concentração de 
•NO no hipocampo:  
1) Haverá heterogeneidade na produção de •NO por activação do 
receptor NMDA entre as subregiões do hipocampo?; 
2) Qual o padrão de difusão de •NO produzido endogenamente por 
activação do receptor NMDA? 
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4.3.3.1. Dinâmica de concentração de Óxido Nítrico nas 
Subregiões do Hipocampo de Rato 
Apresentou-se neste trabalho, pela primeira vez, o perfil de síntese e 
remoção de •NO ao longo do eixo trisináptico do hipocampo para a activação 
do receptor NMDA. Observou-se uma marcada diferença na produção de •NO 
entre as subregiões da fatia de hipocampo para a mesma condição de 
estimulação. A subregião CA1 foi aquela onde se observou uma produção 
mais significativa do radical.  
Em 2005, Takata et al., utilizando uma tecnologia diferente da utilizada 
aqui, observaram uma heterogeneidade semelhante. Utilizando uma sonda 
fluorescente considerada específica para •NO (DAR-4M) seguiram o aumento 
da intensidade de fluorescência nas diferentes subregiões em resposta à 
aplicação de NMDA (1mM) ao meio de perfusão e observaram que em CA1 (st. 
Pyr.) a resposta era cerca de duas vezes superior à observada em CA3 (st. 
Pyr.) ou DG (st. Gran.). Mediram também a variação da concentração 
intracelular de Ca2+ para condições idênticas e constataram que, embora em 
CA3 a variação fosse menor, em CA1 e DG os aumentos de Ca2+ eram 
similares, não podendo um menor influxo deste catião explicar a 
heterogeneidade observada (Takata et al., 2005). Contudo, este trabalho não 
permitiu, avaliar a cinética de decaimento da concentração de •NO e a resposta 
do tecido para estimulações sucessivas. 
Na sequência da dinâmica de concentração observada, é importante 
discutir como é que estas observações se integram com o que se conhece 
sobre diferenças na fisiologia e patologia das subregiões do hipocampo. 
No hipocampo encontram-se as três isoformas de NOS: NOS I 
principalmente nos neurónios (principais e interneurónios), embora também já 
tenha sido documentado em células da glia; NOS III nas células endoteliais dos 
vasos sanguíneos e NOS II em células da microglia activadas. Não existem 
diferenças relativamente à actividade total de NOS entre as subregiões, mas a 
isoforma NOS I tem maior expressão superior em CA1 (Liu et al., 2003). No 
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que respeita ao receptor NMDA é também em CA1 que se encontra maior nível 
de expressão, em particular ao nível da camada piramidal (Monaghan e 
Cotman, 1985, Meoni et al., 1998). Portanto, os padrões de expressão do 
receptor e da enzima envolvidos na síntese neuronal de •NO suportam a 
observação de uma maior produção de •NO na subregião CA1 do hipocampo.  
Por outro lado, também o conhecimento sobre a fisiologia e a patologia 
desta estrutura do SNC suportam a heterogeneidade observada. De facto, a 
subregião CA1, em conjunto com o DG, e contrariamente à subregião CA3, 
apresentam uma forma de LTP dependente do receptor NMDA (Bliss e 
Collingridge, 1993, Nicoll e Malenka, 1995) tendo outros estudos revelado que 
em CA1 o •NO produzido em resposta à activação do receptor é um elemento 
chave enquanto mensageiro retrógrado neste fenómeno neuromolecular 
(Arancio et al., 1996, O'Dell et al., 1991, Schuman e Madison, 1991). Por outro 
lado, é na subregião CA1 do hipocampo que se observa maior perda neuronal 
tanto nos processos associados a stresse oxidativo como no envelhecimento 
(Driscoll et al., 2003), na Doença de Alzheimer (West et al. 2004) e em 
episódios de isquémia/reperfusão (Pulsinelli et al. 1982).  
Neste trabalho também se determinou a concentração máxima de •NO 
alcançada em cada subregião, um parâmetro raramente abordado na literatura, 
em consequência das já mencionadas dificuldades em medir a concentração 
efectiva do radical. Os resultados mostram que para a subregião CA1 a 
concentração máxima de •NO alcançada em resposta à estimulação localizada 
do tecido com NMDA é de cerca de 650 nM, enquanto que para as restantes 
subregiões se encontra abaixo de 100 nM. Num outro trabalho onde a 
produção de •NO dependente do receptor NMDA foi estudada em fatias de 
hipocampo de rato utilizanda a sonda fluorescente DAR-4M, os autores 
reportam uma concentração máxima de •NO de 4,2 nM na subregião CA1. 
Contudo, os autores partiram de algumas assunções no cálculo da 
concentração de •NO apartir das variações de intensidade de fluorescância 
observadas, nomeadamente que a velocidade de reacção da sonda com •NO é 
de ~20 % (com base em determinações realizadas em solução aquosa), que a 
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sonda tem uma distribuição uniforme em toda a fatia (o que é pouco provável 
considerando a heterogeneidade da população celular) e que se pode 
negligenciar a fluorescência de fundo. Assim, é possível que a concentração 
do •NO tenha sido subavaliada, aliás como os próprios autores admitem 
(Takata et al., 2005). 
Finalmente, e em relação com o exíguo número de trabalhos onde a 
concentração real de •NO produzido endogenamente foi medido, a 
concentração mais elevada observada neste trabalho para a produção de •NO 
dependente do receptor NMDA aponta para uma bioactividade directa do 
radical no sistema biológico.  
4.3.3.2. Difusão do Óxido Nítrico Produzido Endogenamente em 
CA1 
A difusão intercelular associado ao facto de o •NO interagir com os 
seus alvos por reacções químicas (ligações covantes) determinam, em grande 
medida, a natureza peculiar do •NO enquanto mensageiro no cérebro 
(Lancaster, 1997).  
O •NO é uma molécula sem carga e a sua solubilidade em fases 
hidrofóbicas biológicas é cerca de 3-4 superior à observada em água (Moller et 
al., 2005). Deste modo, este mensageiro não requer mecanismos de transporte 
através da membrana celular e difunde isotropicamente no tecido. O seu tempo 
de vida finito em meios biológicos (provavelmente entre 5 e 15 segundos) 
reflecte a sua reactividade com espécies de oxigénio (O2, O2-•, radicais de 
oxigénio lipídicos) e metais de transição. O seu o coeficiente de difusão é 
elevado – 3300 m2/s (Malinski et al., 1993) – o que significa que para um 
período de tempo de 4 a 15 segundos o raio de difusão do •NO varia entre 150 
e 300 m. Analisando a questão do ponto de vista inverso, para um raio celular 
médio (aproximadamente 10 m), o tempo que o •NO demora a sair para o 
espaço extracelular é de 0,002 – 0,003 s (Lancaster, 1997). 
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Para a activação de múltiplas fontes de •NO num dado volume, prevê-
se uma sobreposição entre as esferas de difusão individuais, aumentado a 
concentração global de •NO em cada ponto (Lancaster, 1997) É então possível 
afirmar que o •NO actua maioritariamente como mensageiro parácrino, tanto do 
ponto de vista das células que não sintetizam •NO, como das próprias células 
produtoras do radical.  
Os trabalhos onde se determinou experimentalmente o raio de difusão 
do •NO são poucos. Em 1993, Malinski et al. utilizaram microeléctrodos de 
carbono para estudar a difusão de •NO desde uma célula endotelial estimulada 
com bradiquinina até uma célula muscular situada a 100 m de distância e 
determinaram que, após 10 a 15 segundos, em ambos os pontos a 
concentração do radical tinha atingido um estado estacionário, embora a sua 
concentração fosse um pouco inferior junto da célula muscular. Outros autores 
demonstraram a difusão de •NO entre pares de neurónios distanciados entre si 
100 m em fatias de hipocampo (Schuman e Madison, 1994) e uma difusão de 
•NO a partir de um macrófago activado isolado a uma distância de 
aproximadamente 175 m (Leone et al., 1996). 
Por outro lado, cálculos efectuados a partir de modelos matemáticos 
situam o raio de difusão do •NO no tecido do SNC em 100 m, para um ponto 
isolado de produção por um período de 1 a 10 segundos, o que corresponderia 
a um volume com aproximadamente dois milhões de sinapses. (Wood e 
Garthwaite, 1994). 
Nas condições utilizadas neste trabalho, determinou-se que o raio de 
difusão do •NO é de pelo menos 400 m desde o ponto de ejecção do NMDA, 
o que está próximo dos valores reportados na literatura obtidos 
experimentalmente e por cálculos. Note-se que, para o caso de determinações 
experimentais, estes valores estão afectados pelas condições específicas do 
ensaio, pois o volume de tecido estimulado e consequentemente o número de 
fontes de •NO activadas influenciarão, inevitavelmente, o raio de difusão.  
É possível que o raio de bioactividade do •NO seja ainda superior, uma 
vez que para o seu principal alvo molecular, a sGC, são reportados valores de, 
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 entre 1 e 10 nM (Griffiths et al., 2003, Mo et al., 2004), valores abaixo do 
limite de detecção dos MFC-NO utilizados para avaliar a concentração de •NO. 
Para além da sua difusão, o perfil de concentração do •NO ao longo do 
tempo é determinado pela quantidade e pela velocidade da sua produção, o 
tipo, número e distribuição espacial dos seus alvos moleculares, bem como a 
velocidade e compartimentalização de algumas reacções químicas.  
4.3.3.3. Decaimento da Resposta para Estímulos Sucessivos  
Em todas as condições de estimulação observou-se um decaimento da 
intensidade da resposta para estimulações sucessivas. Como explicar esta 
diminuição da resposta em termos de produção de •NO quando a fatia de 
hipocampo é estimulada sucessivas vezes com NMDA?  
Estudos realizados em neurónios corticais de rato revelaram haver 
uma perda de intensidade de resposta em termos de aumento intracelular de 
Ca2+ para estímulos repetidos com NMDA (Nakamichi e Yoneda, 2005). Sendo 
a NOS I dependente da elevação da concentração intracelular de Ca2+ esta 
observação poderá explicar o decaimento da resposta para estimulações 
sucessivas observadas neste trabalho. Por outro lado, um mecanismo de 
retroacção negativo dependente de Ca2+ também já foi proposto para explicar a 
perda de actividade do receptor NMDA (Kyrozis et al., 1996). Outros factores a 
considerar incluem a depleção do substrato, L-arg, inibição ou internalização 
do receptor e inibição ou deslocalização da NOS. 
Na ausência do seu substrato, a NOS fica desacoplada e o O2 
transforma-se no aceitador final de electrões, havendo produção de O2-•. 
Então, para baixas concentrações de L-arg ocorre síntese simultânea de •NO e 
O2-• (Pou et al., 1992) que reagem formando ONOO-, o que explicaria a 
diminuição da intensidade do sinal. 
Por outro lado, os neurónios não acumulam nem sintetizam L-arg 
(Braissant et al., 1999), estando dependentes do transporte a partir de 
astrócitos onde o aminoácido se acumula (Kharazia et al., 1997). Este 
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transporte é estimulado, por exemplo, por activação de receptores do 
glutamato não-NMDA (Watts et al., 2005, Grima et al., 1997). 
No sentido de validar a natureza do sinal e compreender se a depleção 
de substrato estaria na origem do decaimento observado, realizaram-se 
ensaios onde o meio de perfusão foi suplementado com L-arg. Embora se 
observasse uma potenciação da resposta relativamente à situação de ausência 
de substrato adicionado, para estimulações sucessivas na presença de L-arg 
manteve-se o decaimento observado anteriormente. Portanto, a deplecção de 
L-arg não poderá ser o factor responsável pelo decaimento de sinal. 
Assim, outro mecanismo deverá ser responsável por esta regulação. 
Os resultados da estimulação contínua com NMDA sugerem que durante a 
fase de decréscimo do sinal, tanto o receptor NMDA como a NOS se 
encontram activos. No entanto, não se pode pôr de lado a inibição de uma 
população de receptores ou enzimas. Note-se que a inibição do receptor por S-
nitrosilação foi observada para concentrações relativamente elevadas do 
radical, entre 1 a 5 M não observadas neste trabalho (Murphy e Bliss, 1999, 
Murphy et al., 1994).  
Pode ainda ocorrer internalização do receptor NMDA, que parece ser 
inibido pela interacção do receptor com a PSD-95 (Roche et al., 2001). Este 
fenómeno pode ocorrer num espaço temporal de 10 minutos (Tovar e 
Westbrook, 2002), mas até à data nenhum estudo determinou a existência de 
uma relação entre a síntese de •NO dependente do receptor NMDA e a 
internalização do receptor. 
A NOS é uma enzima altamente regulada. A NOS I é inibida, por 
exemplo, por fosforilação pela proteína cinase dependente da Ca2+-CaM II que 
impede a ligação da Ca2+-CaM à enzima (Komeima et al., 2000). Em neurónios 
isolados, a activação desta cinase foi observada 15 minutos após a 
estimulação com L-glu (Rameau et al., 2004). Por outro lado, a NOS pode 
também sofrer inibição por ligação do •NO ao grupo hémico (Griscavage et al., 
1995) ou nitrosação de um grupo tiólico (Kurjak et al., 1999).  
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No seu conjunto, os resultados apontam para a existência de uma 
regulação fina da produção de •NO. Isto é, a remoção do radical não é um 
processo ao acaso, resultado apenas ou maioritariamente da sua reacção com 
hemoglobina; pelo contrário, o tecido nervoso regula a sua resposta de forma a 
prevenir que a concentração de •NO atinja valores elevadas por longos 
períodos de tempo. 
4.3.4. Verificação do Sinal Bioanalítico 
Tendo por objectivo a verificação do sinal bioanalítico, realizaram-se 
experiências de verificação electroquímica, fisiológica e farmacológica. Os 
resultados obtidos convergem para a identificação do •NO como a espécie 
electroactiva medida. Os ensaios de verificação electroquímica demonstraram 
não haver detecção de espécies electroactivas como ascorbato, DA ou 5-HT. 
Para além da preocupação com a possível detecção de outros 
neurotransmissores, a interferência pelo ascorbato foi avaliada não só porque 
este pode atingir concentrações muito elevadas no SNC e, em particular nos 
neurónios (Rice e Russo-Menna, 1998), mas também porque a sua 
concentração extracelular pode aumentar transitoriamente, por exemplo, por 
actividade do trocador ascorbato/glutamato que participa na remoção do 
neurotransmissor do espaço extracelular durante transmissão sináptica (Rebec 
e Pierce, 1994).   
Os ensaios de verificação farmacológica revelaram a existência de 
uma dependência directa do sinal não só da activação do receptor NMDA 
como da NOS, indicando a especificidade do estímulo e da via activada A 
potenciação da resposta observada por adição do substrato da enzima NOS, 
L-arg, ao meio de perfusão, corroborou os resultados anteriores que indicava o 
•NO como o bioanalito medido. 
Em resumo, estes resultados, em conjunto com os apresentados no 
Capítulo 3 relativamente à selectividade dos MFC-NO, permitem afirmar que a 
espécie química responsável pela corrente de oxidação medida em resposta à 
estimulação da fatia de hipocampo com NMDA foi •NO. 
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4.4. Conclusões 
Apresentou-se, pela primeira vez, uma análise quantitativa e em tempo 
real da variação da concentração de •NO em resposta à estimulação do 
receptor NMDA num modelo biológico que preserva a neuroarquitectura e para 
pressões parciais de O2 fisiológicas. 
Os resultados apresentados neste capítulo evidenciam uma 
heterogeneidade do hipocampo em resposta à estimulação com NMDA 
analisada em termos de dinâmica de concentração de •NO. Na subregião CA1 
observou-se uma produção mais acentuada de •NO coincidente com um maior 
consumo de O2, o que sugere uma maior velocidade metabólica. 
As concentrações de •NO observadas nas diferentes subregiões 
(aproximadamente 650 nM em CA1 e menos de 100 nM em CA3 e DG) 
sugerem que, para a activação de uma via fisiológica de síntese do radical, o 
receptor NMDA, a bioactividade do •NO se situará na gama de efeitos directos  
Para a subregião CA1, determinou-se que esfera de difusão do •NO é 
de 400 µm, o que corrobora valores estimados a partir de modelos 
matemáticos.  
Deve no entanto ressalvar-se que, no sistema nervoso intacto, onde a 
presença de hemoglobina circulante permite uma remoção mais acelerada do 
radical, é possível que a esfera de difusão, bem como as concentrações de 
•NO sejam menores. 
Por fim, os sinais transitórios observados para uma estimulação 
contínua, conjuntamente com a diminuição de intensidade das repostas para 
estimulações sucessivas, apontam para um mecanismo de regulação no 
hipocampo (ainda desconhecido) que previne que a concentração do gás 
radical atinja valores elevados por longos períodos de tempo. A identificação 
de tal mecanismo de remoção de •NO terá consequências relevantes do ponto 
de vista da sua regulação no SNC, com óbvias consequências fisiológicas e 
farmacológicas. 
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5.1. Introdução 
No capítulo anterior apresentou-se o estudo da dinâmica de 
concentração de •NO nas diferentes subregiões do hipocampo, tendo-se 
determinado que a subregião CA1 é aquela onde a síntese de •NO em 
resposta à activação do receptor NMDA é mais acentuada, e que nesta mesma 
subregião o raio de difusão do gás é de pelo menos 400 m.  
Tal como referido anteriormente, o •NO e as RNS inibem a respiração 
mitocondrial em vários locais: o •NO inibe rápida e reversivelmente a cyt c ox; 
as espécies dele derivadas (por exemplo, o ONOO-) podem inactivar vários 
componentes da cadeia respiratória mitocondrial de uma forma mais lenta, não 
selectiva, mas irreversível (Brown, 2001, Cassina e Radi, 1996).  
A inibição reversível da actividade da cyt c ox pelo •NO ocorre para 
baixas concentrações do radical havendo competição com o O2 pela ligação à 
enzima (Bayachou et al., 1998, Fan et al., 2000, Gorton et al., 1999). Esta 
inibição é considerada um mecanismo fisiológico de regulação da respiração 
mitocondrial (Brown, 2001, Clementi et al., 1998). O ONOO-, uma molécula 
com elevada capacidade de oxidação e nitração, inibe os complexos I, II e IV 
da cadeia transportadora de electrões, a ATPase, a aconitase, a Mn-SOD, a 
cinase de creatinina, entre outras (Brown, 1999, Cassina e Radi, 1996, 
Gadelha et al., 1997). 
Os estudos que evidenciaram a inibição da cyt c ox por •NO foram 
realizados em sistemas in vitro onde a probabilidade de reacção entre •NO e 
O2 é elevada devido à elevada pressão parcial de O2, e que não preservam a 
citoarquitectura, nomeadamente em mitocôndrias de coração e cérebro, em 
sinaptossomas e em astrócitos (Bolanos et al., 1994, Brown, 1995, Brown e 
Cooper, 1994, Cleeter et al., 1994, Schweizer e Richter, 1994). Outros autores 
revelaram que o •NO sintetizado endogenamente por activação de receptores 
do glutamato pode inibir reversivelmente a síntese de ATP (Almeida e Bolanos, 
2001). 
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Considerando este papel do •NO enquanto regulador do consumo 
celular de O2, quer por inibição reversível da cyt c ox quer por inibição 
irreversível de outros elementos da cadeia transportadora de electrões por 
RNS (em que a predominância de um ou outro efeito é criticamente 
determinado pela concentração e duração de exposição a •NO), colocou-se a 
seguinte questão: Será que o •NO produzido endogenamente por activação do 
receptor NMDA pode regular o consumo de O2 em fatias de hipocampo para 
pressões parciais de O2 basais fisiológicas? 
Assim, para a subregião CA1 (aquela onde a síntese de •NO 
estimulada por activação do receptor NMDA foi mais intensa), mediu-se a 
dinâmica de concentração de •NO em simultâneo com a variação de pO2 em 
resposta a estímulos com NMDA. 
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5.2. Resultados 
5.2.1. Registo Simultâneo de Óxido Nítrico e Oxigénio na 
Subregião CA1 
Na subregião CA1 de fatias de hipocampo estimuladas por perfusão 
com NMDA mediram-se em simultâneo as dinâmicas de concentração de •NO 
e de pO2. Seleccionou-se esta subregião para realizar este estudo por ser 
aquela onde a produção de •NO induzida por activação do receptor NMDA é 
mais elevada e onde o valor basal de pO2 se encontra mais próximo de valores 
fisiológicos.  
Na Fig. 5.1 mostram-se três registos de •NO e O2 obtidos para 
estimulações com NMDA 10, 50 e 100 M. Observou-se um aumento da 
concentração de •NO a que se seguiu um aumento de pO2 resultante de uma 
inibição do consumo de O2 pelas células da fatia de hipocampo. Apesar do 
sinal de •NO ser transitório, o mesmo não se observou em relação a pO2, que 
aumentou até atingir valor estacionário mais elevado.  
Os registos apresentados sugerem a existência de uma relação directa 
entre a variação máxima de pO2 (pO2) e a concentração de NMDA. Porém, 
como é notório no gráfico de barras apresentado na Fig. 5.2A, não há diferença 
entre os valores médios de (pO2) calculados para as diferentes concentrações 
NMDA.  
A estimulação com diferentes concentrações de NMDA teve por 
objectivo a obtenção de diferentes concentrações de •NO. Como se mostra na 
Fig. 5.2B, observou-se uma correlação linear positiva entre a concentração 
máxima de •NO e pO2, com coeficiente de correlação 0,78, o que suporta a 
existência de uma relação directa entre os dois parâmetros. 
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Figura 5.1 – Registos ilustrativos da interacção entre os perfis de •NO e O2 na 
subregião CA1 do hipocampo em resposta à estimulação com NMDA a 
diferentes concentrações. A linha preta representa o registo amperométrico 
para •NO e a linha cinzenta o registo amperométrico para pO2. Em cada registo, 
o rectângulo indica a estimulação com NMDA em perfusão (2 min). Nos 
registos, t1 aponta o momento de início da resposta de •NO e t2 o início da 
resposta de O2. 
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Figura 5.2 – A) Valores médios de pO2 para as diferentes concentraçãoes de 
NMDA (10, 50 e 100 M) utilizadas para estimular a fatia de hipocampo. B) 
Gráfico de pO2 em função da concentração máxima de •NO atingida em cada 
registo (n=14). 
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Nos registos simultâneos observou-se também que o aumento da 
concentração de •NO e a elevação de pO2 não se iniciaram simultanemente, 
isto é, observou-se um atraso da resposta de O2 (t2) em relação ao início do 
sinal de •NO (t1). Para cada conjunto de registos simultâneos calculou-se este 
tempo de atraso (t, que corresponde a t2-t1, indicados nos registos da Fig. 
5.1). Na Fig. 5.3 mostra-se a relação entre este tempo de atraso, t, e a 
velocidade de síntese de •NO (traduzida em termos de T80%). Observou-se 
existir uma correlação positiva entre os dois parâmetros, com coeficiente de 
correlação r=0,66. Este resultado sugere a existência de um limiar de •NO qué 
necessário ser alcançado para que se observe aumento de pO2. 
Observou-se que, para sinais de •NO menores, o tempo de atraso na 
resposta de pO2 era maior. Calculou-se a carga do sinal de •NO para o 
intervalo de tempo entre t1 e t2. O valor médio foi de 4,7 ± 0,5 nC (n=12).  
 
 
 
Figura 5.3 – Relação entre o tempo de atraso da resposta de O2 (t) e a 
velocidade de síntese de •NO (T80%). 
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Para além dos registos simultâneos de •NO e O2 típicos apresentados 
na Fig. 5.1, observaram-se outros efeitos que revelaram pormenores 
interessantes que justificam a sua apresentação. 
Inibição Reversível do Consumo de O2  
Enquanto que na maior parte dos registos se observou um aumento 
irreversível de pO2 na subregião CA1 do hipocampo, não havendo regresso ao 
valor basal no tempo que duraram os ensaios, em casos pontuais (3 em 15 
experiências), para variações pequenas da concentração de •NO (inferiores a 
30 nM) observou-se a existência de reversibilidade no perfil de pO2 (Fig. 5.4). 
No caso particular do registo aqui apresentado, o sinal de •NO foi bifásico, com 
um segundo sinal de menor amplitude que o primeiro e coincidente com a 
diminuição de pO2 para um valor basal.  
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Figura 5.4 – Inibição reversível do consumo de O2 na subregião CA1 (st. Pyr.) 
da fatia de hipocampo estimulada com NMDA (10 M, 2 min). 
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Consumo de O2 Induzido por Estimulação do Receptor NMDA 
Embora a tendência generalizada observada nos registos simultâneos 
de •NO e O2 em resposta à estimulação do receptor NMDA foi de uma inibição 
do consumo de O2, em alguns casos observou-se um aumento do consumo de 
O2 logo após a estimulação do tecido a que se seguiu uma inibição (Fig. 5.4 e 
Fig. 5.5). Observou-se este tipo de comportamento em 5 de um total de 16 
registos. Este consumo de O2 deve-se possivelmente a uma maior exigência 
energética induzida pela estimulação do receptor NMDA, nomeadamente ao 
funcionamento de bombas iónicas dependentes de ATP.  
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Figura 5.5 – Consumo de O2 na subregião CA1 (st. Pyr.) induzido pela 
estimulação do tecido com NMDA (100 M, 2 min) seguida de uma inibição. 
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No caso de terem sido aplicados 2 estímulos sucessivos de NMDA 
(100 M, 2 min), observou-se um marcado aumento do consumo de O2 
seguida de uma inibição significativa do seu consumo (Fig. 5.6) em resposta ao 
segundo estímulo. O aumento do consumo de O2 ocorreu em simultâneo com 
a aplicação do estímulo e o desenvolvimento do sinal de •NO na ausência de 
qualquer tempo de atraso.  
 
 
 
 
Figura 5.6 – Aplicação de 2 estimulos sucessivos com NMDA (50 M, 2 min) 
intervaladas 30 minutos, ilustrando um aumento do consumo de O2 seguida de 
um aumento de pO2 em ambas as estimulações. 
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5.2.2. Confirmação do Acoplamento Óxido Nítrico/Oxigénio   
Para confirmar o acoplamento entre o aumento de pO2 e a produção 
de •NO dependente do receptor NMDA na subregião CA1, realizaram-se 
experiências onde o Ca2+ foi retirado do meio (Fig. 5.7A) ou substituído por 
bário (Fig. 5.7B). Para ambas as condições experimentais não se registaram 
correntes de oxidação de •NO nem de redução de O2 para a estimulação com 
NMDA. No caso da substituição de Ca2+ por Ba2+, para além de não haver nem 
produção de •NO nem aumento de pO2 em resposta à estimulação do tecido 
com NMDA, quando o Ca2+ foi reintroduzido no meio de perfusão observou-se 
um aumento transitório e significativo da concentração de •NO acompanhado 
pelo aumento de pO2 sem estimulação do receptor NMDA. 
Estes ensaios revelaram que a inibição do consumo de O2 observada 
na subregião CA1 da fatia de hipocampo após estimulação com NMDA é 
dependente de Ca2+ extracelular, tal como a síntese de •NO.  
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Figura 5.7 – A) Registo simultâneo •NO e pO2 na subregião CA1 (st. Pyr.) da 
fatia de hipocampo, com estimulação do tecido em perfusão com NMDA (2 min) 
na ausência de Ca2+ no meio de perfusão. B) Substituição da Ca2+ por Ba2+ no 
registo simultâneo de •NO e pO2 (em CA1, st. Pyr.) com estimulação do tecido 
com NMDA (2 min) e reposição de Ca2+ no após 20 min de substituição. 
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Na Fig. 5.8 encontra-se um registo simultâneo de •NO e pO2 em CA1 
(st. Pyr.) com aplicação de CN- 50 M ao meio de perfusão. O ensaio com 
cianeto demonstrou que na presença de um inibidor da cyt c ox, que o pO2 
apresenta um perfil semelhante ao observado para a produção de •NO 
dependente de NMDA Este veneno liga-se à cyt c ox e inibe de forma 
irreversível a sua actividade, resultando num desacoplamento do fluxo de 
electrões na cadeia transportadora de electrões e, consequentemente, na 
inibição da respiração celular.  
 
 
 
CN- 50 MaCSF
.NO
 
O2
200
 torr
5 min
15
 
n
M
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura 5.8 – Efeito da aplicação de CN- (50 M) ao meio de perfusão no perfil 
basal de •NO e pO2 na subregião CA1 (st. Pyr.) da fatia de hipocampo.  
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5.3. Discussão 
Neste capítulo mostrou-se a existência de uma relação entre o •NO 
produzido endogenamente por estimulação do receptor NMDA e o consumo de 
O2 na subregião CA1 (st. Pyr.). É de salientar que esta observação é aqui 
apresentada pela primeira vez numa preparação biológica complexa onde não 
só a citoarquitectura como o circuíto neuronal estão preservados, e para um 
valor de pO2 basal considerado fisiológico.  
Em primeiro lugar, demonstrou-se a existência de uma correlação 
directa entre a concentração de •NO produzida e a variação de pO2. Por outro 
lado, a velocidade de aumento de pO2 mostrou ser dependente da velocidade 
de síntese do radical. O acoplamento entre os perfis de •NO e O2 foi 
confirmada nos ensaios realizados na ausência de Ca2+.  
Deste modo, os resultados apresentados revelaram uma relação 
directa entre as dinâmicas de concentração dos dois gases, muito 
provavelmente consequência da inibição da cyt c ox pelo •NO. Esta inibição, 
uma via de regulação da respiração mitocondrial recentemente proposta, 
resulta numa diminuição da taxa de consumo de O2 pelas células, o que se 
traduz, naturalmente, no aumento de pO2 na fatia de hipocampo. 
É ainda de salientar que, para a janela temporal dos ensaios 
realizados, e embora esta inibição da cyt c ox pelo •NO seja caracterizada 
como reversível, não se recuperou o valor basal de pO2, a não ser em alguns 
registos pontuais onde a concentração de •NO atingida foi reduzida (cerca de 
30 nM). 
Nas experiências em que a fatia foi estimulada repetidamente com 
NMDA observou-se que a inibição do consumo de O2 após o primeiro estímulo 
não foi total: após a segunda aplicação de NMDA, e embora o sinal de •NO 
produzido fosse menor que o primeiro, pO2 aumentou novamente até atingir 
um novo valor estacionário.  
As observações anteriores são pertinentes para a discussão do 
mecanismo responsável pela inibição do consumo de O2 na subregião CA1 do 
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hipocampo em consequência da activação do receptor NMDA (que por sua vez 
resulta num aumento transitório da concentração de •NO). 
Em condições fisiológicas, cerca de 98 % do O2 que chega às células é 
consumido pela mitocôndria ao nível da cyt c ox. Deste modo, o aumento de 
O2 observado da subregião CA1 após estimulação do tecido com NMDA 
resulta muito provavelmente de uma inibição do consumo de O2 ao nível da 
cadeia transportadora de electrões. 
A cadeia transportadora de electrões da mitocôndria recebe 
equivalentes redutores fornecidos pelos substratos NADH e FADH2 que são 
transferidos entre os complexos da cadeia até reduzir O2 na cyt c ox. É 
simultaneamente gerado um potencial transmembranar utilizado pela ATPase 
na síntese ATP. Os principais reguladores da cadeia transportadora de 
electrões são o ADP, O2 e o •NO (Brown e Borutaite, 2002).  
Como já foi anteriormente referido, para concentrações baixas, o •NO é 
pouco reactivo e a maior parte das suas acções resultam da sua reacção com 
complexos metálicos. Para concentrações mais elevadas, a sua actividade 
biológica é mediada por RNS que são formadas por reacção do •NO com O2 e 
O2-•. Também ao nível da cadeia transportadora de electrões, as acções do 
•NO reflectem esta química biológica, com efeitos directos e indirectos a 
predominarem de modo dependente da concentração. 
A ligação de •NO à cyt c ox foi inicialmente descrita em 1963 (Gibson e 
Greenwood, 1963), mas a capacidade desta ligação resultar na inibição da 
respiração celular foi demonstrada apenas na década de 1990 em preparações 
diversas como mitocôndrias, sinaptossomas e culturas de células (Carr e 
Ferguson, 1990, Cleeter et al., 1994, Brown e Cooper, 1994, Bolanos et al., 
1994, Schweizer e Richter, 1994, Clementi et al., 1999, Sarti et al., 1999). Um 
dos problemas óbvios destes trabalhos foi terem sido realizados a valores de 
pO2 elevados. Outros trabalhos realizados em tecidos recorreram ao 
fornecimento de •NO exógeno, isto é, a partir de dadores, tendo chegado à 
mesma conclusão (Shen et al., 1995, Xie et al., 1996, Zhao et al., 1999).  
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De qualquer forma, indicaram que a inibição da respiração celular pode 
ocorrer para baixas concentrações de •NO (<1 M), corroborando o que se 
conhece sobre a ligação do •NO à cyt c ox. As constantes de ligação de •NO e 
O2 a esta enzima são similares (~2x108 e 0,4-1x108 respectivamente), mas, 
apesar de o O2 existir numa concentração muito superior à do •NO (Brunori et 
al., 2006), o carácter reversível da ligação do •NO (Sarti et al., 2000) e a 
constante de inibição favorece a ligação do •NO em detrimento do O2 por um 
factor de aproximadamente 100 (Brown e Cooper, 1994). De facto, em 
condições aeróbicas é possível observar-se inibição no espaço temporal de 
segundos (Giuffre et al., 1996).  
As concentrações de •NO observadas neste trabalho para a 
estimulação NMDA foram da gama das centenas de nanomolar, sendo por isso 
previsível a ocorrência desta inibição competitiva da cyt c ox. 
Que impacto tem a regulação da actividade da cyt c ox pelo •NO na 
fisiologia da célula e do tecido? O resultado mais claro é o aumento da 
concentração de O2 disponível, conforme evidenciado nos registos simultâneos 
de •NO e O2 aqui apresentados, designado de hipóxia metabólica, onde o O2 
não utilizado na síntese de energia fica disponível para participar noutras 
reacções. No caso da microcirculação, a inibição da cyt c ox nas células 
endoteliais aumenta a difusão de O2 nos tecidos (Thomas et al., 2001, 
Poderoso et al., 1996, Giulivi, 2003). 
Conforme evidenciado na Fig. 1.2, a acumulação de equivalentes 
redutores na cadeia transportadora de electrões a montante da cyt c ox facilita 
a redução parcial de O2 a O2-• que é por sua vez transformado em H2O2 por 
actividade da SOD. Para inibições mais prolongadas ou mais acentuadas, o 
excesso de O2-• e o •NO reagem entre si para formar ONOO- (Huie e Padmaja, 
1993) e outras RNS que comprometem seriamente o funcionamento da cadeia 
transportadora de electrões. Esta condição patológica é normalmente 
designada de nitróxia (Shiva et al., 2005) em que a bioenergética da célula fica 
comprometida, podendo resultar em morte celular (Brown e Borutaite, 2002, 
Moncada e Erusalimsky, 2002). Embora a inibição da cadeia transportadora de 
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electrões estimule a síntese glicolítica de ATP (Almeida e Bolanos, 2001, 
Almeida et al., 2004), no caso dos neurónios, células dependentes da 
fosforilação oxidativa para obtenção de energia, a situação reveste-se de 
particular gravidade.  
O facto de não se ter observado um retorno de pO2 para valores basais 
poderá indicar que uma fracção das mitocôndrias se encontra inibida 
irreversivelmente em consequência da formação de ONOO- ou outras RNS. 
Contudo, a aplicação de estímulos sucessivos refuta de certa forma esta 
hipótese: em resposta à segunda estimulação com NMDA observou-se um 
marcado aumento do consumo de O2, revelando que as células da fatia de 
hipocampo ainda se encontram funcionais; após este consumo marcado de O2, 
observou aumento de pO2 para um novo valor estacionário, superior ao 
anterior. Por outro lado, as concentrações de •NO observadas para a 
estimulação com NMDA não suportam este tipo de bioactividade do •NO, pese 
embora a falta de comprovação experimental que suporte que a linha que 
separa efeitos directos de indirectos se situe em 1 M. 
Para além dos efeitos na bioenergética mitocondrial, a inibição da cyt c 
ox pelo •NO pode representar uma via de sinalização, uma vez que 
concentrações baixas do gás resultam no aumento transitório da concentração 
de O2-• e H2O2 (Borutaite e Brown, 2003, Poderoso et al., 1996), moléculas 
sinalizadoras com alvos intra e extramitocondriais. Em condições fisiológicas, 
na ausência de inibição da cadeia transportadora de electrões, 1 a 2 % do O2 é 
reduzido a O2-• (Boveris e Cadenas, 1975). Perante uma cadeia transportadora 
de electrões inibida, fisiológica ou patologicamente, a produção de O2-• e H2O2 
aumenta várias ordens de grandeza (Turrens et al. 1982, Freeman e Crapo, 
1981, Turrens et al., 1982). 
De facto, as ROS/RNS, embora associadas a processos patológicos e 
danos celulares, desempenham também um papel fundamental em vias de 
sinalização intracelular e regulação (Droge, 2002). A descoberta, na década de 
1970, de que o O2-•, através dos seus derivados OH• e H2O2 (Mittal e Murad, 
1977, White et al., 1976), activa a guanilato ciclase seguida da identificação do 
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•NO como um importante mensageiro intercelular em variados processos 
fisiológicos (Ignarro et al., 1987) levou à mudança de paradigma dos Radicais 
Livres em Biologia: de metabolitos tóxicos a moléculas fisiológicas 
mensageiros celulares (Droge, 2002). Existe hoje um conjunto de resultados 
que suportam a teoria de que as ROS/RNS são mediadoras de vias de 
transdução de sinal em processos fisiológicos e patológicos.  
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5.4. Conclusões 
Os resultados apresentados neste capítulo revelaram uma interacção 
dinâmica entre o •NO produzido endogenamente por estimulação do receptor 
NMDA e o consumo de O2 na subregião CA1 do hipocampo. 
Mecanisticamente, a influência recíproca parece requerer uma valor de 
concentração de •NO mínima (threshold) para interferir no consumo de O2. 
Embora não tenha sido demonstrada directamente a interacção do •NO 
(ou derivados) com a cyt c ox ou outros componentes da cadeia transportadora 
de electrões, as relações quantitativas entre as variações de ambos os gases 
sugerem que o •NO regula a utilização de O2 pelo tecido via competição com a 
cyt c ox. 
Esta interacção, frequentemente referida na literatura, é verificada pela 
primeira vez através de registo simultâneo de •NO e pO2 num modelo biológico 
complexo (fatias de hipocampo de rato) em que se preserva a citoarquitectura 
e se traduz mais fielmente a difusão de ambas as moléculas (•NO e O2) 
observada in vivo. 
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As conclusões gerais do trabalho aqui apresentado podem resumir-se 
do seguinte modo: 
1. Os microeléctrodos de fibra de carbono revestidos com os 
polímeros de Nafion® e orto-fenilenodiamina permitem medir a 
dinâmica de concentração de •NO endógeno em fatias de 
hipocampo de rato; 
2. A esfera de influência do •NO produzido por activação de múltiplos 
locais de síntese na subregião CA1 é de pelo menos 400 m, 
embora se preveja que este raio seja diminuído in vivo pela 
presença de hemoglobina. Esta determinação experimental vem 
suportar a difusão intercelular do mensageiro no cérebro; 
3. A produção de •NO por estimulação do receptor NMDA é 
transitória, sugerindo mecanismos eficientes de remoção do radical 
ainda por identificar. Por outro lado, a concentração máxima de •NO 
produzida para activação de uma via fisiológica situa-se na gama 
nanomolar, colidindo com assumpções frequentemente 
encontradas na bibliografia que sugerem concentrações tóxicas de 
•NO nos tecidos na gama micromolar; 
4. O hipocampo é heterogéneo no que se refere à síntese de •NO 
dependente da activação de receptores NMDA, com maior 
produção do gás na subregião CA1, o que coincide não só com 
diferenças funcionais conhecidas para essas subregiões no âmbito 
dos mecanismos da memória, como também com uma 
susceptibilidade diferencial associada a processos de 
envelhecimento e neuropatologias; 
5. A subregão CA1 do hipocampo apresenta maior taxa de consumo 
de O2, sugerindo uma maior velocidade metabólica; 
6. Existe uma interacção entre o •NO produzido endogenamente e o 
O2 que aponta para uma modulação recíproca da bioactividade e 
biodisponibilidade de ambos os gases no tecido neuronal. 
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Relativamente ao futuro deste projecto, podem delinear-se pelo menos 
duas grandes questões: qual a dinâmica de concentração de •NO no 
hipocampo para uma estimulação eléctrica de circuitos específicos em cada 
subregião, e como é que esta se altera num sistema ainda mais próximo do 
fisiológico, nomeadamente em condições onde existe hemoglobina circulante 
que, potencialmente, remove •NO? 
Por outro lado, a revelação de uma interacção •NO/O2 no hipocampo 
sugere um estudo mais detalhado não só dos alvos moleculares que são 
efectivamente afectados pelo radical como da bioactividade: existirá de facto 
apenas uma regulação da taxa de respiração mitocondrial por inibição 
reversível da cyt c ox e consequente produção de espécies reactivas como o 
O2-• e o H2O2 que participam em vias de sinalização fisiológicas, ou é aqui 
esboçado o momento inicial de situações patológicas? 
Por último, a natureza transitória dos sinais de •NO e a ausência de 
concentrações elevadas em estado de equilíbrio sugerem mecanismos de 
remoção do radical ainda por identificar. A sua identificação teria 
consequências relevantes na fisiologia e modulação farmacológica do •NO  
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